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1.  Einleitung 
 
 
Eine der bedeutensten Komplikationen der Abdominalchirurgie ist die Bildung von 
postoperativen Verwachsungen. Nach wie vor stellen Adhäsionen nach operativem 
Trauma, Entzündung oder Bestrahlung die häufigste Ursache für einen 
mechanischen Ileus.  
 
Innerhalb der Peritonealhöhle spielt als Ursache einer Adhäsionsbildung ein 
gestörtes Gleichgewicht antifibrinolytischer und profibrinolytischer Prozesse eine 
entscheidende Rolle. Die fibrinbildenden und die fibrinolytischen Vorgänge, die 
normalerweise gleichzeitig ablaufen, verschieben sich nach Verletzungen oder 
Entzündungen zur Seite der Fibrinbildung. Dies mündet in einer Exsudation von 
Fibrin in die Bauchhöhle, was einen Reiz für die Entstehung von fibrösem Gewebe 
darstellt. Organisieren Fibroblasten und Kapillare das Exsudat, so entwickelt sich 
eine dauerhafte Organverwachsung, deren gefürchtetste Komplikation ein 
Darmverschluss ist.  
 
Humane peritoneale Mesothelzellen (HOMC), die die größte Zellpopulation innerhalb 
der Bauchhöhle stellen, spielen eine entscheidende Rolle, die Balance zwischen 
Fibrinolyse und Antifibrinolyse aufrecht zu erhalten. Sie expremieren sowohl das 
fibrinolytische Enzym tissue-Plasminogenaktivator (t-PA) als auch dessen Inhibitor 
Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (PAI-1). Die fibrinolytischen Eigenschaften der 
Mesothelzellen sind dabei essentiell für die Auflösung von Fibrinablagerungen. So 
können diese Zellen der Entstehung von Verwachsungen entgegenwirken.  
 
Die entzündlich reparative Serosareaktion ist als komplexe Interaktion zwischen den 
ortständigen Mesothelzellen, einwandernden Entzündungszellen (Makrophagen, 
Granulozyten) und löslichen Entzündungsmediatoren (Zytokine) aufzufassen. 
Während bekannt ist, daß proentzündliche Zytokine (z.B. TNF-α ) die 
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 fibrinolytische Aktivität der Mesothelzellen hemmen, war unklar auf welche Art und 
Weise Granulozyten auf die pro- und antifibrinolytischen Eigenschaften der 
Mesothelzellen Einfluß nehmen. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die fibrinolytische Potenz der Mesothelzellen 
unter dem Einfluß verschiedener Zytokine, die bei einer Peritonitis sezerniert werden, 
zu beurteilen. Des weiteren sollte der Einfluß von aktivierten Granulozyten auf die 
PAI-1-Expression der Mesothelzellen untersucht werden. 
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2. Theoretische Grundlagen 
 
 
2.1. Allgemeine Pathologie der Entzündung 
 
2.1.1. Gefäßwand- und Endothelreaktionen 
 
Die Fähigkeit, auf Einflüsse aus der Umgebung zu reagieren und schädigende 
Agentien zu neutralisieren, gehört zu den Grundphänomenen des menschlichen 
Organismus. Humorale und zelluläre Reaktionen bilden dabei die Grundlage zur 
Neutralisation schädigender Umwelteinflüsse und werden unter dem Begriff der 
Entzündung zusammengefasst.  
Eine Entzündung ist eine komplexe Reaktion des Gefäß- und Bindegewebes auf eine 
Schädigung. Dabei kommt es durch eine Vasodilatation zu einer Erhöhung der 
Durchblutung, zu einer Exsudation flüssiger Blutbestandteile, zu einer Transmigration 
von Blutzellen und zu einer Exsudation ortständiger Zellen [137].  
Im Moment der Wirkung der auslösenden Reize entwickelt sich zunächst eine 
Kontraktion der Arteriolen und dadurch eine initiale Ischämie. Nach etwa 2 bis 3 
Minuten bildet sich eine Gefäßerweiterung mit Dilatation der Arteriolen und Eröffnung 
neuer mikrovaskulärer Strombahnen [77]. So tritt als erstes Kardinalsymptom der 
Entzündung wenige Minuten nach Einwirkung des schädigenden Agens durch eine 
vermehrte Durchblutung eine Rötung des Gewebes auf [53]. 
Die Dauer der Vasodilatation hängt vom Stimulus ab. Bei stärker und länger 
wirksamen Entzündungsreizen schließt sich der Dilatation der Arteriolen eine 
Konstriktion der Venolen an. Es entwickelt sich eine Permeabilitätsstörung an den 
Gefäßwänden mit dem Austritt von proteinreicher Blutflüssigkeit in das extrazelluläre 
Gewebe [kumar]. Letztlich resultiert eine erhöhte Blutviskosität bis zur Anreicherung 
von roten Blutzellen in den Kapillaren: die sogenannte Stase. Während der 
Entwicklung der Stase kann eine Anreicherung von Leukozyten, besonders von 
Neutrophilen, entlang der Gefäßendothelien beobachtet werden.  
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Dieser Vorgang wird als Margination bezeichnet. Die Leukozyten kleben förmlich am 
Endothel, zunächst reversibel, dann zunehmend fester. Kurz darauf wandern sie 
durch die endotheliale Barriere in das Interstitium. Dieser Vorgang wird Emigration 
genannt [77]. 
 
 
2.1.2. Bildung eines Exsudates (Veränderungen der Extrazellularmatrix) 
 
In der Frühphase der Entzündung erzeugen die Vasodilatation und der erhöhte 
Blutfluss einen Anstieg des intavaskulären hydrostatischen Druckes. Als Folge wird 
vermehrt Flüssigkeit aus den Kapillaren gepresst. Diese Flüssigkeit enthält wenig 
Proteine, da es sich um ein Ultrafiltrat des Blutes handelt. Sie wird als Transsudat 
bezeichnet.  
Die Transsudation wird bald von einem Anstieg der Gefäßdurchlässigkeit 
überschattet. Proteinreiche Flüssigkeit, die als Exsudat bezeichnet wird, ersetzt das 
Transsudat. Der Verlust von proteinreicher Flüssigkeit aus dem Plasma verringert 
den intravaskulären osmotischen Druck und erhöht den osmotischen Druck des 
Interstitiums. Es resultiert ein Flüssigkeitseinstrom in das Gewebe. Ein Ödem, das 
zweite Kardinalsymptom der Entzündung entsteht. Das entzündliche Ödem führt zu 
einer Schwellung. 
 
 
 
2.1.3. Granulozyten  
 
In der zweiten Stufe der Entzündung folgt dem Übertritt von flüssigen Bestandteilen 
des Blutes eine Emigration von Blutzellen.  
Vor dem Entzündungsfeld treten die Granulozyten, die nach der Anfärbbarkeit ihrer 
Granula in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt werden, in 
den Gefäßen an den Rand des Gefäßstromes. In-vitro-Studien haben gezeigt, dass 
ein lokaler Gradient von chemotaktisch wirksamen Molekülen (Prostaglandine, 
Leukotriene, Thromboxane, Interleukine und Tumornekrosefaktor),  
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die von örtlichen Zellpopulationen (z.B. Makrophagen und Mesothelzellen) sezerniert 
werden, das erste Signal in diesem Prozess ist [20,41,100,101]. 
Durch die Basallamelle hindurch gelangen die Granulozyten in das Gewebe. Dort 
führen Chemotaxine sie in den Reaktionsbereich. 
Einmal zum Entzündungsherd gelangt, besteht eine wichtige Aufgabe der 
Granulozyten in der Phagozytose von Bakterien, Parasiten und Gewebsdedritus. Die 
Erkennung des Fremdmaterials ist dabei eine wichtige Komponente. Sie wird dabei 
von Opsoninen, die an spezifische Oberflächenrezeptoren binden, sichergestellt.  
Die Plasmamembran der Neutrophilen, die Oberflächenrezptoren für Opsonine wie 
C3b oder den Fc-Teil von Immunglobulinen haben, invaginiert, wenn sie sich mit 
opsonierten Bakterien oder Immunkomplexen verbindet [49,50,56]. 
Azurophile und spezifische Granula (Lysosomen) treten der neu geformten Vakuole 
an ihrer Innenseite bei und laden ihren Inhalt aus. Während azurophile Granula 
mikrobizide Enzyme wie neutrale Proteasen, Myeloperoxidase, lysosomale Enzyme 
und saure Hydrolasen enthalten, bestehen spezifische Granula aus kationischen 
Proteinen und Lysozym [107]. 
Wenn Granulozyten durch Stimuli wie bakterielle Infektionen, Interleukin-1 (IL-1) [68], 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) [71,96], Tumornekrosefaktor-ß (TNF-β), Lymphotoxin 
[96], Immunkomplexe [48,64], Komplementfaktor C5a [48], Arachidonsäure [9], 
platelet activating factor (PAF) [109] oder Endotoxine aktiviert werden, machen sie 
einen respiratorischen burst durch. Sie nehmen massiv Sauerstoff auf. Dieser wird 
in reaktive Sauerstoffmoleküle, die zur mikrobiellen Tötung dienen, umgewandelt [42, 
129]. Als Enzym dient eine plasmamembrangebundene Oxidase, welche die 
Reaktion von Sauerstoff mit NADPH zu NADP und Superoxid katalysiert [2].  
Die hergestellten reaktiven Sauerstoffmoleküle umfassen nicht nur Superoxidionen 
(HO2-), sondern auch Wasserstoffperoxyd (H2O2) und Hydroxidradikale (OH). 
Diese Substanzen attackieren das Fremdmaterial innerhalb der Vakuolen.  
Die meiste Zeit über sind die Vakuolen geschlossen und verhindern das Austreten 
der Enzyme in das umgebende Gewebe. Falls die Masse des zu verdauenden 
Materials zu groß wird, können sie allerdings aufplatzen, die Enzyme können 
entweichen und das Wirtsgewebe angreifen [132,145]. Die reaktiven  
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Sauerstoffmetabolite sind fähig, Proteine zu oxidieren, und es kann ein 
Membrangewebsdefekt [131,151] resultieren. 
Zusätzlich zur Myeloperoxidase setzen PMNs eine Vielzahl von Proteasen frei. Diese 
schaffen mit den Sauerstoffmolekülen zusammen ein aggressives Milieu. Die 
koordinierte Verteidigung gegen invadierte Mikroben tötet Mikroorganismen, führt 
aber auch zu einem Gewebsdefekt, der bis zur Zelllyse und Zellablösung aus dem 
Gewebsverband reichen kann [4, 5, 42,58,114,130]. 
Granulozyten als größte Zellpopulation der Leukozyten (40-75 %) besitzen wenig 
Ribosomen und endoplasmatisches Retikulum [3]. Aus diesem Grund betrachtete 
man sie lange Zeit als unfähig signifikante Proteinmengen zu synthetisieren. Aber es 
stellte sich heraus, dass sie zusätzlich zu den oben genannten Effekten auch 
regulatorisch in den Entzündungsprozeß eingreifen können.  
Dies geschieht durch eine Produktion von immunmodulatorischen Zytokinen. Dabei 
ist es Altstaedt et al. [3] 1996 gelungen, an isolierten Neutrophilen eine IL-8 
Sekretion nachzuweisen. Diese erfolgt sowohl konstitutionell als auch durch 
Stimulation mit LPS oder Zymosan. Im Gegensatz dazu wurde eine Sekretion von IL-
1β, IL-6 und TNF-α  nur durch eine Vorstimulation erreicht.  
Durch IL-8 sind Granulozyten fähig, regulatorisch in eine Entzündungsepisode 
einzugreifen. Auf der einen Seite bewirkt IL-8 eine Änderung der intrazellulären 
Kalziumkonzentration von Monozyten mit entsprechendem Einfluß auf den 
respirotorischen "burst" und steigert sowohl der schnelle als auch der langanhaltende 
Inositolphosphatanstieg in den Lymphozyten [10].  
Auf der anderen Seite besitzt IL-8 wichtige autokrine Effekte: Es ist ein bedeutendes 
Chemoattraktant für Granulozyten selbst und aktiviert diese in ihren Funktionen 
innerhalb des Entzündungsprozesses. Dazu gehört die Reifung und 
Ausdifferenzierung des Knochenmarks, das Eindringen aus Blutgefäßen ins 
Gewebe, der respiratorische "burst", Exozytose, Phagozytose und die intrazelluläre 
Verdauung inkorporierter Partikel [10].  
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2.1.4. Makrophagen 
 
Gewebsmakrophagen bilden die erste Verteidigungslinie bei bakteriellen Infektionen 
[14,30,48].  
Makrophagen dienen zwei Funktionen im Entzündungsprozeß: Auf der einen Seite 
befreien sie durch ihre Fähigkeit zur Phagozytose ihre Umgebung von 
Mikroorganismen, roten Blutzellen und von abgestorbenen Zellen. Auf der anderen 
Seite bedingt die Aktivierung dieser Leukozyten die Synthese und Freisetzung von 
biologisch aktiven Produkten, welche den Entzündungsvorgang kontrollieren, in das 
umgebende Medium.  
Diese Produkte schließen Zytokine mit pleiotroper Aktivität, wie Interleukin-1 (IL-1), 
Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin-6 (IL-6) ein [99]. Sie spielen als 
bedeutende Entzündungsmediatoren eine entscheidende Rolle bei der Regulation 
der Immunantwort und in der Steuerung des Entzündungsablaufs [21]. 
Aktivierte Makrophagen können darüber hinaus ihre eigenen Wachstumsfaktoren 
synthetisieren und sezernieren, wie z.B. den Makrophagen-Koloniestimulierenden-
Faktor M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), der die Bildung von 
mononucleären Phagocyten im Knochenmark anregt [123]. Darüber hinaus 
ampliziert M-CSF indirekt die Entzündungsantwort, da es die Produktion von anderen 
Zytokinen beeinflusst. Dazu zählt u.a. der Tumornekrosefaktor [144].  
Makrophagen besitzen nicht nur die oben beschriebene Fähigkeit zur Phagozytose, 
sondern sie können auch das phagozytierte Material metabolisieren; denn sie setzen 
neutrale Hydrolasen (Elastase, Kollagenase), lysosomale Enzyme und 
chemotaktische Faktoren frei. 
Falls sie adäquat stimuliert werden, sezernieren diese Zellen eine große Zahl 
proinflammatorischer Moleküle, so z.B. Interleukin-1ß ( IL-1β) und TNF-α. 
Darüber hinaus bilden Makrophagen, durch Staphylokokken oder deren Überstände 
stimuliert, Leukotriene. Speziell die Leukotrien B4-Konzentration steigt in der 
Entzündungsflüssigkeit an. Im Gegenzug bewirkt eine Stimulation mit 
Staphylokokken zugleich den Abfall von Prostaglandinen. Dieser Effekt beruht auf 
der Modulation der makrophagenassoziierten Cyclooxygenase mRNA (besonders 
Cox-2) [110].  
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Nicht zuletzt bilden Makrophagen wie Granulozyten toxische 
Sauerstoffverbindungen. Zudem dienen sie den immunkompetenten T-Lymphozyten 
als Antigenpräsentatoren und zerstören Tumorzellen [107]. 
 
 
 
2.2. spezielle Pathologie der Peritonitis und der peritonealen Wundheilung 
 
 
2.2.1. Klinik, Ursachen und Komplikationen der Peritonitis 
 
Analog zu den oben genannten Reaktionen verhält sich auch das Gewebe bei einer 
Bauchfellentzündung.  
Diese besondere Entzündungsreaktion tritt als akute oder chronische Peritonitis in 
Erscheinung.  
Ursächlich kommen in 95% der Fälle Infektionen mit Bakterien in Frage, die meist 
sekundär durch endogene Kontamination mit aerob-anaeroben Bakterien der 
Darmflora nach Perforation eines Hohlorgans entstehen. Als andere Ursachen sind 
die Durchwanderung der Darmwand, die lymphogene Ausbreitung, die postoperative 
oder die exogene Kontamination (z. B. Dialysat, Messerstichverletzungen) zu 
nennen. Selten findet sie sich als Reaktion auf eine hämatogene Streuung (z.B. von 
Pneumo- oder Streptokokken), als aszendierende Infektion über die Eileiter oder 
chemisch-toxisch bedingt, durch lokale Einwirkung von sterilen, eine Entzündung 
verursachenden Flüssigkeiten Substanzen wie Galle, Urin, Pankreassekreten, 
Zysteninhalten, Blutgerinnseln, bariumhaltige Kontrastmitteln oder Fremdkörpern.  
Klinisch findet sich als Ausdruck einer akuten Entzündungsreaktion ein akutes 
Abdomen mit heftigen, bewegungsabhängigen Bauchschmerzen als Leitsymptom. 
Dabei ist das Abdomen zunächst eingezogen und später durch Obstipation und 
Meteorismus aufgetrieben.  
Die Patienten leiden unter Übelkeit, Erbrechen und Exsikkose, bedingt durch 
Flüssigkeitsverluste in die Bauchhöhle. Dadurch tritt eine Hypotonie, Tachykardie 
und gegebenenfalls ein septischer Schock als schwerste Komplikation auf.  
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Die Letalität beträgt in Abhängigkeit von Abwehrlage, Ausbreitung und Art des 
Erregers 5-30%. Häufige Spätfolgen sind intraabdominale Verwachsungen mit der 
Gefahr der Entwicklung eines Ileus [53].  
 
 
2.2.2. Morphologie (Fibrinexsudation, Einstrom von Entzündungszellen und 
Schwellung  der Mesothelzellen) 
 
Das Mesothel, ein einfaches schuppenförmiges Epithel spezialisierter Zellen, kleidet 
die peritonealen Höhlen aus. Es bildet eine Gleitschicht, für die reibungslose und 
freie Bewegung von Organen und Geweben [4]. Darüber hinaus dient es als 
selektive Barriere. Diese reguliert den Transport von Molekülen und Zellen zwischen 
der Blutzirkulation und den Körperhöhlen. Bei einer Bauchfellentzündung gewinnt 
diese Funktion bei der  Regulation der Entzündungsreaktion an Bedeutung.  
Bei der Peritonitis treten Leukozyten in den Gefäßen an den Rand des 
Gefäßstromes. Die Leukozytenadhäsion vermitteln Mesothelzellen dabei unter 
anderem über Expression des intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)- und 
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). Die Lymphozytenadhäsion an ihre 
Oberfläche wird durch diese Adhäsionsmoleküle gefördert [18, 72].  
Als morphologisches Korrelat der zellulären Aktivierung im Rahmen der Peritonitis 
nehmen die Mesothelzellen eine kubische Gestalt an. Nach dem Abklingen der 
Entzündung erhalten sie dann ihre abgeflachte Form zurück [78].  
Eine Migration der Leukozyten in die serösen Körperhöhlen wird durch die 
Abwesenheit einer Basalmembran zwischen der Mesothelzellenoberfläche und der 
Mikrozirkulation vereinfacht [85]. Durch die Basallamelle hindurch gelangen die 
Granulozyten in das Gewebe. Dort führen Chemotaxine sie in den Reaktionsbereich. 
Dabei treten sie durch das mikrovasakuläre Endothelium der Peritonealmembran, 
sowie das submesotheliale Stroma und treten in die Peritonealhöhle über.  
Neben dem Einstrom und der Aktivierung von Leukozyten ist die akute entzündliche 
Reaktion der Serosa gekennzeichnet durch die Bildung eines fibrinreichen Exsudats, 
das mikroskopisch als eosiniophiles, maschenartiges Präzipitat imponiert. 
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Dieses gelangt in die Peritonealhöhle, wenn die serosalen Gefäße durch eine 
Permeabilitätssteigerung bei einer Entzündungsreaktion auch für große Moleküle 
durchlässig werden [77]. 
 
 
 
2.2.3. Klinik, Ursachen und Komplikationen der peritonealen Wundheilung 
 
2.2.3.1. Morphologische Abfolge (Sequenz der Wundheilung, Modelle der  
  Regeneration) 
 
Falls die Integrität der serösen Membran gestört wird (z.B. bei Peritonitis), werden 
eine Reihe von Ereignissen in Gang gesetzt, die zu verschiedenen regenerativen 
und reparativen Prozessen führen. Generell bezieht dabei der entzündlich-reparative 
Prozess ortständige Zellen (hier besonders Mesothelzellen), invadierte Zellen 
(Makrophagen), humorale Faktoren, Extrazellularkomponenten, entzündliche 
Zytokine und Fibrin mit ein. 
Dabei gehören fibrinösen Adhäsionen notwendigerweise zur Wundheilungsreaktion 
in der Peritonealhöhle.  
Chirurgische Traumata des Bauchfells bedingen ein Aufplatzen von 
Grundgewebsmastzellen, die vasoaktive Substanzen freisetzen. Die Permeabilität 
von Blutgefäßen wird hierdurch erhöht. Innerhalb von 3 Stunden nach einer 
Verletzung führt das zu einer Bildung einer Fibrinmatrix [94,148]. Nach 1-3 Tagen 
besteht die Adhäsion aus einer Vielzahl von zellulären Elementen, die in der 
Fibrinmatrix eingeschlossen sind. Dabei gehören zu den früh invadierenden Zellen 
die segmentkernigen Granulozyten (1.-3. Tag), während bereits nach 2-4 Tagen 
Makrophagen zahlenmäßig in den Vordergrund treten. 
Die Fibrinmatrix wird nach und nach von Granulationsgewebe mit Makrophagen, 
Fibroblasten und Kapillaren ersetzt. Sie wird dann in ein dichteres 
Granulationsgewebe umgewandelt, bei dem die Hauptkomponente Fibroblasten, die 
Kollagenfibrillen in die Extrazellularmatrix sezernieren, bilden [88,135]. 
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Abb.1 Dynamik der zellulären Reaktion nach Verletzung der Serosa. (aus 
diZegra 1994 [34]) 
 
 
Für die verwachsungsfreie Regeneration der Serosa (restitutio ad integrum) ist eine 
zeitgerechte Auflösung des fibrinösen Exsudats und eine Remesotheliasierung des 
Seosadefektes notwendig. Die Remesotheliasierung erfolgt unabhängig von der 
Größe des Serosadefektes nach 5-7 Tagen, so dass diese offenbar flächenhaft (d.h. 
nicht allein vom Wundrand her) erfolgt [41, 42, 102-105].  
 
Zur Klärung dieses Phänomens wurden folgende Hypothesen gestellt: 
 
1. Die Regeneration erfolgt aus subserösen Reservezellen [56], 
2. die Regeneration erfolgt von den Mesothelzellen des gegenüberliegenden, 
zunächst fibrinös adhärenten Serosablattes [154], 
3. freie Zellen aus der Abdominalhöhle besiedeln den Defekt [34,102,103], 
4. Vorläuferzellen aus dem Knochenmark besiedeln die Wundfläche [142]. 
 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass als Ursprünge für das neue Mesothel 
primitive mesenchymale Zellen, die in der Peripherie des Defekts präsent sind, 
anzusehen sind [56]. Weitere Möglichkeiten sind die Differenzierung von primitiven 
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mesenchymalen Zellen zu Fibroblasten und subperitoneale Fibroblasten, die aus 
perivaskulären mesenchymalen Bindegewebszellen entstehen [34, 102,103].  
Die oben genannten Quellen nehmen alle die Existenz von örtlichen mesenchymalen 
Zellen an, die sich in Mesothelzellen differenzieren können, um den Defekt zu 
verschließen.  
Während der Regeneration des Bauchfells sind tatsächlich primitive mesenchymale 
Zellen 2 Tage postoperativ auf der Wundoberfläche beobachtet worden [34, 
102,103]. Die Anzahl dieser Zellen steigt bis zum vierten postoperativen Tag, bis sie 
in Kontakt untereinander stehen.  
Allerdings sind morphometrisch und zellkinetisch keine wesentliche Proliferation 
subseröser Zellen beobachtet worden [154].  
Bestrahlung der wundfernen Bauchhöhle hat keinen Effekt auf die peritoneale 
Wundheilung. Die Depletion peripher zirkulierender Monozyten hemmt die 
Wundheilung signifikant, so dass offenbar den Makrophagen , die sich in der frühen 
Phase der Wundheilung im Bereich der Wunde ansiedeln, eine wichtige Bedeutung 
beizumessen ist. Im Widerspruch hierzu hatte die gleiche Arbeitsgruppe jedoch zwei 
Jahre zuvor beschrieben, dass die Bestrahlung des Knochenmarks (mit vollständiger 
Depletion aller hämapoetischer Zellreihen) zu keiner signifikanten Änderung der 
peritonealen Wundheilung führte, so dass Vorläuferzellen aus dem Knochenmark 
nicht zur peritonealen Wundheilung beitragen würden [69]. Angesichts dieser 
Widersprüchlichkeit und der Beschreibung multipotenter mesenchymaler 
Stammzellen [69] kommt der Hypothese einer aus dem Knochenmark 
hervorgehenden Stammzelle neues Gewicht zu.  
Zur sicheren Klärung dieser Hypothese sind Untersuchungen am Modell 
knochenmarktransplantierter Tiere notwendig, die es erlauben, die Herkunft 
peritonealer Zellen aus dem Knochenmark nachzuweisen bzw. auszuschließen. 
  
 
2.2.3.2. Bedeutung der fibrolytischen Aktivität der Serosa für die Wundheilung 
 
Einer der häufigsten und der komplikationsreichsten Nebeneffekte der 
Abdominalchirurgie ist die Bildung von Adhäsionen während der Heilungsphase in 
der Peritonealhöhle. Dies wird in der Tatsache deutlich, dass sich in einer 
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postmortalen Studie bei 90% der Patienten mit vorangegangenen 
bauchchirurgischen Eingriffen peritoneale Adhäsionen fanden [40].  
Eine Schlüsselrolle bei der Regulation des entzündlich-reparativen Prozesses eines 
Serosaschadens spielen Mesothelzellen, die seröse Körperhöhlen auskleiden. Sie 
regulieren das Zusammenspiel von Fibrinablagerung und Fibrinolyse, dessen 
Dysbalance bei der Entstehung von Verwachsungen entscheidend ist. 
Mesothelzellen sind aktiv in Vorgänge wie Entzündung, Fibrinolyse und 
Extrazellularsubstanzmodellierung miteinbezogen [29,37,59,71,78,97,128,131]. 
Wie Endothelzellen sind Mesothelzellen in der Lage die Fibrinolyse zu unterstützen 
oder zu unterbinden, indem sie die antagonistischen Moleküle tissue-type 
plasminogen activator (t-PA) und den plasminogen activator inhibitor type 1 und 2 
(PAI-1 und PAI-2) in variierenden Mengen sezernieren [60,115].  
Die frühe entzündliche Antwort der serösen Oberflächen wird durch Ablagerung 
eines fibrinreichen Exsudats charakterisiert. Die lokale Plasminogenaktivatoraktivität 
ist entscheidend, ob die transistorische Matrix lysiert oder zu Granulationsgewebe 
organisiert wird. Letzteres resultiert in der Formation von Adhäsionen.  
Dieses Konzept von serosaler Hypofibrinolyse als hauptsächlich pathogenetischer 
Faktor für Adhäsionen ist durch klinische und experimentelle Daten gut belegt. Der 
Mechanismus, der die mesotheliale t-PA und PAI-1 Sekretion kontrolliert, ist 
allerdings nicht im Detail bekannt [17,126,141,146]. 
 
2.2.3.3. Regulation pro- und antifibrinolytischer Faktoren (Zytokine) 
 
Ein Abfall der fibrinauflösenden Aktivität von Mesothelzellen ist bei peritonealer 
Entzündung und während Ischämie beobachtet worden [126] und kann experimentell 
durch eine Peritonealverletzung induziert werden [11,18,38,156]. Darüber hinaus ist 
von verschiedenen Entzündungsmediatoren bekannt, dass sie die PAI-1 Produktion 
erhöhen und die t-PA Sekretion der Mesothelzellen erniedrigen [136]. Als 
bedeutenstes Zytokin im Rahmen einer Peritonitis bewirkt die Zugabe von TNF-α, 
das von aktivierten Makrophagen in den Entzündungsherd freigesetzt wird, einen 
markanten Abfall der t-PA-Produktion und zugleich eine 
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Erhöhung der PAI-1 Sekretion von Mesothelzellen [136]. Es resultiert ein 
vermindertes fibrinolytisches Potential der Mesothelzellen.  
Diese Tatsache zeigt, dass Entzündungsprozesse in der Bauchhöhle die 
mesotheliale fibrinolytische Aktivität nicht nur durch direkte Mesothelzellverletzung 
und damit Zelluntergang, sondern auch durch die Suppremierung der t-PA 
Produktion im Rahmen des Zytokinnetzwerks herabsetzen können [136].  
Eine therapeutische Strategie zur Verhinderung von Verwachsungen während einer 
Entzündung könnte demnach eine Reduktion des PAI-1 und des Gewebsfaktors oder 
eine Steigerung der t-PA oder u-PA-Sekretion sein.  
Durch experimentelle Studien an kultivierten Omentum-majus-Präparaten haben 
Sitter et al [120] gezeigt, dass die t-PA Synthese humaner Mesothelzellen mit 
Retinoinsäure (RA), Proteinkinase C (PKC), 4β-Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) 
und Natriumbutyrat gesteigert werden kann. Im Gegensatz zu PMA und RA, die 
durch eine Induktion und/oder einer Aktivierung von Transskriptionsfaktoren wirken, 
erhält Butyrat seinen t-PA stimulierenden Effekt durch Hemmung der 
Histondecarboxylase. Es resultiert eine Hyperacetylierung von Histonen [28]. Die 
Anwesenheit von Acetylgruppen neutralisiert die positiven Anteile von Lysinresten im 
Histonmolekül, wodurch die Histone weniger stark an die entsprechenden DNA-
Stellen binden können. Als Konsequenz steigt die Anlagerungsfähigkeit von 
Transskriptionsfaktoren an die DNA, was zu einer Aktivierung derselben führt [81].  
Eine alternative Strategie, das gestörte Gleichgewicht positiv zu beeinflussen, ist die 
Möglichkeit, den zytokininduzierten Veränderungen während einer Entzündung 
entgegenzuwirken. Genistein kann komplett die TNF-α induzierte Expression von 
PAI-1 und Gewebsfaktor verhindern. Ein weiterer Effekt findet sich im 
Entgegenwirken des TNF-α-bedingten Abfalls von t-PA [120].  
Eine andere Möglichkeit, die TNF-α Signaltransduktion zu modulieren, liegt in dem 
Einsatz von Proteinkinaseinhibitoren, da PKC-Aktivität benötigt wird zur Produktion 
von TNF-α induzierten Proteinen [31, 95]. Der Proteinkinaseinhibitor Ro-318220 
verhindert moderat den Anstieg von PAI-1,  den Abfall von t-PA und komplett die 
Induktion der Gewebsfaktor mRNA [31].  
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2.2.3.4. Interaktion zwischen Mesothelzellen, neutrophilen Granulozyten und 
Makrophagen 
 
Im akuten Entzündungsprozeß wird der Weg, der zum Eindringen der Granulozyten 
in das Gewebe führt, zum Teil verstanden: Makrophagen synthetisieren IL-1 und 
TNF-α, nachdem sie Bakterien eingeschlossen haben. Durch IL-1 und TNF-α wird 
die IL-8-Produktion von ortständigen Mesothelzellen induziert. Dieses Zytokin wirkt 
dann auf neutrophile Granulozyten chemotaktisch [12]. 
 
IL-1β ist ein Schlüsselzytokin, das hauptsächlich Regulationsaufgaben übernimmt. 
Als Antwort auf den IL-1β-Reiz durch die Peritonealmakrophagen setzen 
Mesothelzellen eine zeit- und dosisabhängige Menge von IL-6 frei. Es liegt zu Beginn 
einer Bauchfellentzündung ein massiver Anstieg dieses Entzündungsmediators in 
der Bauchhöhle vor [157].  
IL-6 ist ein pleitropes Zytokin, das sowohl in Immun- als auch in entzündlichen 
Antworten eingebunden ist. Es induziert die Aktivierung und Differenzierung von T- 
und B-Zellen und regt die Immunglobulinproduktion an. Außerdem vermag es die 
Leber zur Synthese von akute-Phase-Proteinen zu stimulieren [72]. Ansteigende IL-6 
Konzentrationen werden mit dem septischen Schock (als Komplikation einer 
Bauchfellentzündung) assoziiert [61]. Dabei weist es auch antiinflammatorische 
Eigenschaften auf, da es für die Suppression der IL-1- und TNF-α-Expression 
verantwortlich ist [1, 114]. Dies führt zur Schlussfolgerung, dass auch 
intraperitoneales IL-6 vielmehr zur Kontrolle als zur Steigerung der entzündlichen 
Antwort dient [152].  
IL-8 ist ein Mitglied einer Gruppe von verwandten 8-10 kD Peptiden, von denen viele 
chemotaktische Aktivität zu Granulozyten besitzen. Die primäre biologische Aufgabe 
dieses Zytokins scheint der Anfang der Chemotaxis (auch schon bei sehr geringen 
IL-8-Konzentrationen) zu sein [84]. Darüber hinaus induziert eine höhere IL-8-
Konzentration den respiratorischen "burst" von neutophilen Granulozyten und deren 
Degranulation. Es wirkt auch toxisch auf Candida ssp. [63,84]. Das von 
Endothelzellen freigesetzt IL-8 (IL-877), eine NH2-Rest gebundene 77-aminosäure 
Form, reduziert darüber hinaus eine Adhäsion von Neutrophilen an diese Zellen 
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und verhindert so einen Gewebsschaden, der bei langdauernden 
Entzündungsprozessen resultieren würde. Die Expression von Adhäsionsmolekülen 
wird kontrolliert und die Neutrophilendiapedese gefördert [63]. So spielt es sowohl 
eine pro- als auch eine antiinflammatorische Rolle. Topley et al. [128] haben 
daraufhin 1993 bewiesen, dass auch Mesothelzellen als Antwort auf eine Stimulation 
mit TNF-α oder IL-1β erst IL-8 mRNA und dann IL-8 selbst synthetisieren. Dabei 
handelt es sich sowohl um die 72- als auch um die von Endothelzellen bekannte 77-
aminosäure-Varianten. Interessanterweise bewirkt eine kombinierte Stimulation mit 
IL-1β und TNF-α eine der Einzelsummen überproportionale IL-8-Synthese. Die 
Produktion dieses Zytokins ergibt ein langdauerndes und starkes Signal, da IL-8 
stabil ist und nicht empfindlich auf eine Vielzahl proteolytischer Enzyme reagiert 
[101,116]. Obwohl beide Zytokine an verschiedenen Rezeptoren binden, teilen sie 
viele biologische Aktivitäten [33,67]. Darunter wird die schnelle dosis- und 
zeitabhängige Anreicherung von Neutrophilen in der Bauchhöhle während Peritonitis 
gerechnet [45,113]. Das TNF-α der Makrophagen bindet an Rezeptoren von 
humanen Neutrophilen und aktiviert diese Zellpopulation [79]. Es vermittelt auch 
deren Adhäsion an Endothelzellen [51], Phagozytose [117] und die Bildung von 
Sauerstoffradikalen [79].  
Untersuchungen von intraperitonealen Konzentration der Entzündungsmediatoren 
kurz vor und während Peritonitis haben gezeigt, dass die intaperitonealen 
Konzentrationen von Prostaglandinen (PGE2 und 6-keto-PGF1α) und Zytokinen (IL-1, 
TNF-α, IL-6, IL-8) während der akuten Peritonitisphase signifikant erhöht sind. 
Später, wenn der Entzündungsprozeß abklingt, kehren sie zu basalen Werten zurück 
[15-17,47,90,123]. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass der Anstieg von Zytokinen 
(speziell von TNF-α) den klinischen Zeichen einer Infektion vorangeht [161,162].  
Es ist wenig darüber bekannt, durch welchen Mechanismus eine Entzündung 
beendet wird. Es steht aber außer Frage, dass anitinflammatorischen Molekülen wie 
IL-6, IL-1ra und gelöstes TNF-p55/75 von Makrophagen und Mesothelzellen eine 
entscheidende Bedeutung zukommt [130]. Wenn die geeignete Behandlung erfolgt, 
und die Infektion bereits abklingt, verschwinden die infiltrierten Leukozyten zwischen 
dem 4. -10. Tag [15].  
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Ein weiterer Zusammenhang zwischen Granulozyten und Mesothelzellen liegt in der 
Eigenschaft der Granulozyten einen respiratorischen burst bei Stimulation 
durchzumachen. Sie nehmen massiv Sauerstoff auf. Dieser wird in reaktive 
Sauerstoffmoleküle, die zur mikrobiellen Tötung dienen, umgewandelt [44,152]. 
Die hergestellten reaktiven Sauerstoffmoleküle beinhalten nicht nur Superoxidionen 
(HO2-), sondern auch Wasserstoffperoxyd (H2O2) und Hydroxidradikale (OH-). 
Darüber hinaus wandelt Myeloperoxidase von aktivierten polymorphkernigen 
Leukozyten Hydrogenperoxide zu Hypochlorsäure um. Diese kann mit Aminen zu 
Chloraminen reagieren.  
Die oben genannten reaktiven Sauerstoffmetabolite sind fähig, Proteine zu oxidieren. 
Es resultiert ein Membrangewebsdefekt [150,151].  
Allerdings schützen zytoplasmatische Enzyme intrazelluläre Strukturen gegen diese 
freien Radikale: Dismutase wandelt Superoxidanionen zu Hydrogenperoxyd, welches 
durch eine Katalase zu Wasser umgewandelt wird, um. Coeruloplasmin reduziert die 
Toxizität auf extrazellulärer Ebene. Dabei schützt es vor allem vor Superoxidanionen 
und ist reichlich während akuter Entzündungsreaktionen zu finden [49].  
Einmal erzeugte Oxidantien bewirken eine Reihe von metabolischen Änderungen. 
Intrazellulär wird Calcium angereichert, NAD erschöpft sich, DNA wird zerstört und 
der Glutathion-Redoxzyklus steigert seinen Umsatz. Morphologische Änderungen bis 
zur Zelllyse und Zellablösung aus dem Gewebsverband resultieren [4, 5, 
44,64,122,146]. Zudem erzeugen Oxidantien eine Störung der Barrierefunktion mit 
steigender Permeabilität von epithelialen Monolayern in vitro und leckenden 
Kapillaren in vivo [118,153].  
Sachs et al. [120] demonstrierten schon 1978, dass humane Neutrophile, die durch 
den Komplementfaktor C5a stimuliert worden sind, fähig sind, aus Nabelschnüren 
isolierte Endothelzellen zu zerstören. Dieser Schaden an den Monolayern kann 
durch Katalase oder in Kombination mit Superoxiddismutase verhindert werden.  
1981 folgte dann eine Studie von Weiss et al. [149] zum gleichen Themenkomplex. 
Humane neutrophile Granulozyten, stimuliert durch Phorbol-mystrat-azetat (PMA) 
zerstörten Monolayer von kultivierten endothelialen Zellen. Die Zytotoxizität ist dabei 
der PMA-Konzentration, der Inkubationszeit und der Neutrophilenzahl proportional. 
Eine Zytolyse kann auch hier durch die Zugabe von Katalase 
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verhindert werden. Dementsprechend kann H2O2 als schädigendes Agens 
identifiziert werden. Zusätzlich zur Fähigkeit von H2O2, allein die Endothelien zu 
zerstören, stimuliert die Zugabe von Myeloperoxidase (MPO) signifikant die Zytolyse. 
Die destruktive Rolle der durch die MPO hergestellten Hypochlorsäure kann durch 
den protektiven Effekt von Aminosäuren in dem Modellsystem zurückgezwungen 
werden.  
Glauser et al. [50] bestätigten 1987 in Experimenten mit Ratten die Hypothese eines 
Gewebsschadens, der durch einen überschießenden Entzündungsprozeß 
hervorgerufen wird. Auf der Grundlage, dass der entzündliche Prozess und nicht die 
bakterielle Komponente während einer akuten Pyelonephritis für den bleibenden 
Gewebsdefekt verantwortlich ist, wurde das Verhalten der Niere auf eine Infiltration 
mit polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) beobachtet. Die Gewebsverletzung 
durch aktivierte PMNs wird der Freisetzung von zytotoxischen lysosomalen 
Hydrolasen und/oder der Entwicklung von toxischen Sauerstoffmetaboliten 
zugeschrieben [8, 1151].  
 
2.2.3.5. in vitro Modelle zur Untersuchung von peritonealen Mesothelzellen  
 
Obwohl zahlreiche in-vitro-Studien an kultivierten Mesothelzellen durchgeführt 
wurden, waren diese Studien zunächst durch den Isolationsprozess, der die Zellen 
aus serösen Ergüssen [52,89,155] und aus serösem Tiergewebe [26,94,125,145] 
gewinnt, limitiert.  
Als erster Schritt zur Kultivierung von Mesothelzellen galt das Wachstum aus 
menschlichem Aszites bei Ovarialtumoren durch spezifische Wachstumsfaktoren 
[27], Zubringerschichten [158] und spezifische Anheftungssubstanzen zu fördern 
[95,158]. Als nächster Schritt wurden mesothelähnliche Zellen aus menschlichem 
Omentum majus isoliert, jedoch nicht als solche  identifiziert [94], da sie  als 
mikrovaskuläre Endothelzellen aufgefasst werden.  
Stylianou et al. [124] benutzten 1990 humane Operationspräparate des großen 
Netzes, um durch enzymatische Abspaltung (Trypsin/EDTA) aus diesem 
Gewebsmaterial Mesothelzellen zu kultivieren. Die Kontamination mit malignen 
Zellen aus den zuvor benutzten Ergüssen konnte  so vermieden werden. Beide  
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Verfahren zeichneten sich durch gute, reproduzierbare Ausbeuten aus. Die Identität 
der Mesothelzellen wurde durch immunhistochemische und ultrastrukturelle 
Verfahren gesichert. Hierzu gehörten der Nachweis von Zytokeratin 8 und18 und 
Vimentin [155].  
Die Mesothelzellen erschienen zunächst multipolar oder langgezogen, erreichten 
jedoch ihr typisches polygonales Aussehen beim Erreichen von Konfluenz. Um 
verbessertes epitheliales Wachstum und Differenzierung zu erlangen, sollten 
Kollagen- oder Gelatine-beschichtete Träger benutzt werden [57].  
Eine elektronenmikroskopische Betrachtung von Mesothelzellen zeigte die 
Anwesenheit zahlreicher Mikrovilli auf der Oberfläche, reichlich zytoplasmatische 
Vesikel und ein gut entwickeltes endoplasmatisches Retikulum. Darüber hinaus war 
eine große Anzahl von Mitochondrien innerhalb der Zelle zu finden [124]. Dies gab 
einen Hinweis auf eine ausgeprägte Proteinsynthese und unterstützt die Sichtweise 
der Mesothelzellen als eine aktive Zellpopulation [33].  
Obwohl die Dichte der Zell-zu-Zell-Kontakte der kultivierten Zellen und deren 
Mikrovilli reduziert sind, entsprechen sie dennoch ihrem mesothelialen Phänotyp.  
Die Komponenten der mesothelialen Extrazellulärmatrix besteht aus Laminin, 
Kollagen Typ I und III und aus Fibronektin. Dabei gibt das Vorhandensein von 
Fibronektin einen Hinweis darauf, dass Mesothelzellen eine Bedeutung haben für die 
Adhäsion und Migration anderer Zellen der Bauchhöhle entlang der peritonealen 
Grenzlinie in vivo. Darüber hinaus synthetisieren diese Zellen Mesosecrin (=PAI-1), 
ein 46 kDa schweres Glykoprotein, und eine unspezifische Esterase [124]. 
Zusammengenommen legen diese Tatsachen nahe, dass Mesothelzellen  eine 
organisierte Extrazellularmatrix synthetisieren [106].  
Laminin, Kollagen I und III und Fibronektin sind für die Verleihung einer selektiven 
Permeabilität des Mesothels in situ und der strukturellen Integrität des Bauchfells 
wichtig [124].  
Humane Mesothelzellen in Kultur metabolisieren Arachidonsäure zu PGI2 und PGE2. 
Diese Substanzen sind die wichtigsten Cyclooxygenase-Produkte in der 
Peritonealflüssigkeit während Peritonitisepisoden [123]. Die Kapazität der 
Mesothelzellen, diese beiden Vasodilatatoren zu synthetisieren und zu sezernieren, 
ruft in der frühen Entzündungsantwort der Bauchfellentzündung eine Hyperämie 
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hervor [124]. Darüber hinaus wirken sie zytoprotektiv auf das Peritoneum, indem sie 
die Integrität der mesothelialen Monolayer wiederherstellen [87].  
Zusammenfassend lässt sich postulieren, dass die Etablierung von Mesothelzellen in 
die Gewebekultur eine wichtige Voraussetzung zur Untersuchung der zellulären 
Interaktionen während einer Peritonitis bildet, da diese Zellpopulation den 
Angelpunkt der entzündlichen Serosareaktion bildet. 
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3.  Material  
 
 
 
Die verwendeten Materialien sind hier nach Gruppen geordnet und in alphabetischer 
Reihenfolge aufgelistet. Die firmenspezifische Produktnummer ist mit dem Zeichen 
# gekennzeichnet. 
 
 
3.1.  Chemikalien 
 
Aceton, Merck, Darmstadt, Deutschland 
Aqua ad injectabilia Ph. Eur., Delta pharma GmbH, Pfullingen, Deutschland 
 
Dianisidindihydrochlorid, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland, #D 3252  
Dulbecco´s Phosphate buffered saline PBS, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, 
Deutschland, #D 8537 
 
EDTA, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland 
Ethanol 100 % , Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Fungizone, Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland, #15290-
026 
 
Gelatine Typ A from porcine skin, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland, 
#G 2500 
 
Hepes, Deisenhofen, Deutschland, # H9136  
Hexadecyltrimethyl-Ammoniumbromid, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, 
Deutschland, #H 5882 
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H2O2, Merck, Darmstadt, Deutschland, #K 15811809 
 
Isopropanol, Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
L-Glutamin, Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland, #15031-
016 
 
Methanol, Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Penicillin/ Streptomycin, Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein, 
Deutschland, #15140-023 
Percoll, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden, Code No.17-0891-01 
 
RPMI 1640 ohne Glutamin, PAA Laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland, #3850 
 
Triton-X100, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland, #8787 
 
 
3.2. Biochemikalien 
 
Bovine Serum Albumin Solution (BSA), Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, 
Deutschland, #D 8537 
 
Collagenase CLS1, Worthington Biochemical Corporation, Freehold, New Jersey, 
USA, #LSO 4196 
 
Fibrinogen, American Diagnostica inc., Greenwich, USA,#F196-II 
 
Humanes Serumprotein (HSP), Blutbank, RWTH Aachen 
 
Plasminogen, American Diagnostica inc., Greenwich, USA, #S400 
 
Thrombin, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland, #T6759 
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t-PA, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland, #T7776 
Trypsin, Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland, #25090-
010 
 
 
3.3. Elisa-Kits 
 
BCA-Pierce Protein Detection Kit, Pierce, Illinois, USA, Cat. No.23225 
 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Boeringer Mannheim Biochemica, Mannheim, 
Deutschland 
 
Immunobind Plasma PAI-1 Elisa Kit, Biopool, Umes Sweden, Cat. No.211000 
 
 
3.4. Zellkultur 
 
Primärkultur: 
Humane Omentum-Mesothelzellen (HOMC) 
Omentum majus von resezierenden, bauchchirurgischen Operationen aus der 
Abteilung Chirurgie, RWTH Aachen 
Humane Granulozyten (hGr) 
Vollblutspenden der Mitarbeiter aus der Abteilung Pathologie, RWTH Aachen 
 
Zellkulturstandardmedium RPMI 1640 mit 10 % Humanem Serum Protein (HSP), 
Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin 
 
GBSS, Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland, Cat. 
No.24260-010 
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3.5. Zytokine / Stimulantien 
 
TNF-α, Boeringer Mannheim Biochemica, Mannheim, Deutschland, Cat. No.1371843 
TGF-β, SERVA Feinbiochemica GmbH&Co, Heidelberg, Deutschland, Cat. No.47281 
 
IL-1ß, -α, Boeringer Mannheim Biochemica, Mannheim, Deutschland, Cat. 
No.1457756 
 
LPS, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland, #L4641 
 
PHA, Boeringer Mannheim Biochemica, Mannheim, Deutschland, Cat. No.1082132 
 
 
3.6. Sonstiges 
 
Gewebekulturflaschen, Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland, 25 cm2 
#690175, 75 cm2 #658170  
 
Multiwellplatten, Falcon Collaborative Biomedical Products/ Becton Dickison, 
Heidelberg, Deutschland, 24-er well #3047, 96-er well #3072 
 
3.7. Geräte 
 
Begasungsbrutschrank, Typ BB 6220 CU O2, Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 
 
Coulter Counter ZM, Modelnummer S. ST II, Coulter Elektronics LTD, LUTON, Beds., 
England 
 
IKA-Schüttler MTS 4, Janke & Kunkel GmbH&Co.KG, IKA Labortechnik, Staufen, 
Deutschland 
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Leitz Metallux 3 Binokular, Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar, Deutschland 
Leitz Diavert Umkehrmikroskop, Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar, Deutschland 
 
Schüttelwasserbad, Typ 1083, GFL, Burgwedel, Deutschland 
Schwenkplatte, Typ REAX 3, Heidolph, Deutschland 
 
Titertek Multiskan Plus MKII, Typ 314, Flow Laboratories GmbH, Meckenheim, 
Deutschland 
 
Wärmeschrank, Typ B 6120, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland 
 
Zentrifuge, Megafuge 1.0, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland 
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4. Methoden 
 
 
4.1. Zellkultur 
 
4.1.1. Zellisolierung 
 
Frisches Omentum majus stammte aus der Abteilung Chirurgie der RWTH Aachen 
und wurde bis zur Weiterverarbeitung maximal sechs Stunden in HEPES-
Transportpuffer steril und gekühlt (4°C) aufbewahrt. 
Zu stark traumatisierte oder ausgetrocknete Bereiche des Omentum majus Gewebes 
wurden verworfen. Vom verbleibenden Geweberest wurden 10 bis 20-g-Portionen 
durch Zerschneiden hergestellt und in 20 ml 0,05 %iger Trypsinlösung 15 min im 
Wasserbad (37°C) inkubiert  
Die Trypsinwirkung wurde mit Standardmedium (37°C) gestoppt. Nach der 
Zentrifugation der Suspension (10 min mit 1100 U/min) wurde sie mit PBS (37°C) 
gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in Standardmedium 
resuspendiert. Diese Zelllösung wurde in eine Kulturflasche mit einer 0,2 %igen 
Gelatinebeschichtung (siehe Anhang) ausgesät. 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 
 10 % O2. 
Alle 2-3 Tage fand ein Mediumwechsel statt, bei dem der Zustand der Kultur, d.h. 
Zellaussehen, Zellform und -größe, Proliferations- und Migrationsfähigkeit kontrolliert 
wurde. 
 
 
4.1.2. Passage 
 
Eine konfluente Primärzellkultur wurde in einem Verhältnis von 1:3 durch 
enzymatische Ablösung passagiert. 
Hierzu erfolgte eine Inkubation des Zellmonolayers mit 20 ml 0,05 %iger 
Trypsinlösung (5-10 min, 37°C), wobei die Ablösung der Zellen an einem 
Umkehrmikroskop kontrolliert wurde. Die Zellsuspension wurde mit 20 ml 
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serumhaltigem Standardmedium (37°C) versetzt und zentrifugiert (10 min, 1100 
U/min.). Nach dem Dekantieren des Überstandes wurde das Pellet in 20 ml PBS 
(37°C) resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 1100 U/min). Das Zellpellet 
wurde mit Kulturmedium aufgelöst und in drei gelatine-beschichtete 75 cm2 
Kulturflaschen ausgesät. Nur Zellen der ersten und zweiten Passage wurden für die 
Versuche verwendet. 
 
 
4.1.3. Anzüchtung von Mesothelzellen auf 96-er Multiwellplatten 
 
Die 96-er Multiwellplatten wurden mit Fibronektin (0,01 mg/ml) beschichtet. Nach 
einer Inkubationszeit von 1 h bei 4 °C wurden 18.000 Mesothelzellen/100 µl/ well 
ausgesät. 
 
 
4.1.4. Mesothelzellstimulation mit Zytokinen 
 
24 Stunden nach Aussaat der Zellen auf Fibronektin beschichteten 96er Multiwells 
(20.000 Zellen/well) erfolgte die Stimulation mit den jeweiligen Zytokinen, bzw. den 
Granulozytenüberständen. Als Konzentrationen für die Zytokine wurde TNF-α mit 
200 U/ml, TGF-β mit 10 ng/ml und IL-1ß mit 10 ng/ml verwendet. Als unstimulierte 
Kontrollgruppe wurden Mesothelzellen mit RPMI 1640+1%HSP inkubiert. Die 
Inkubationsdauer in Gegenwart der Stimulantien betrug 24 h (37°C, 5 % CO2). 
 
 
4.2. Granulozytenisolation 
 
4.2.1. Granulozytenisolierung mit Percoll 
 
In durchsichtigen Zentrifugenröhrchen aus Kunststoff wurden 4 ml 70 %ige mit 4 ml 
55 %iger Percoll-Lösung überschichtet. Als Ergebnis musste der Phasenübergang 
zwischen den beiden Konzentrationen in Form eines Ringes sichtbar sein. Auf die 
Percoll-Lösungen wurde 4 ml heparinisiertes Vollblut geschichtet. Auch hierbei 
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entstand eine Phasentrennung zwischen der Percoll-Lösung und dem Blut. Nachdem 
das Blut 20 min bei 1400 U/min zentrifugiert wurde, zeichnete sich die 
Granulozytenfraktion als rosafarbener Ring unter dem Plasma und den Lymphozyten 
ab. Der Granulozytenring wurde mittels einer Pasteurpipette vollständig in ein steriles 
Kunstoffröhrchen überführt. Diese Zellfraktion wurde mit verdünnter NaCl-Lösung 
(37°C) im Verhältnis 1:5 verdünnt. Nach einer erneuten Zentrifugation (15 min, 1400 
U/min) wurde das Zellpellet in Lysemedium (1:10 mit Aqua bidest verdünnt) 
resuspendiert und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Es erfolgte eine weitere 
Zentrifugation über 5 min bei 1400 U/min. Das Zellpellet wurde in 8 ml 
physiologischer NaCl-Lösung resuspendiert, 5 min bei 1400 U/min zentrifugiert und 
anschließend in 1 ml kalter, kalziumhaltiger GBSS-Lösung resuspendiert. Die Dichte 
der Granulozyten wurde auf 1x106/ml eingestellt. 
 
 
4.2.2. Granulozytenstimulation 
 
Das Medium (GBSS) konnte abgesaugt und durch GBSS mit Zytokinzusätzen ersetzt 
werden. Als Konzentrationen für die Zytokine wurde TNF-α mit 200 U/ml, PHA und 
LPS mit 50 ng/ml verwendet. Als unstimulierte Kontrollgruppe wurden Granulozyten 
nur in GBSS resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden in sterile 
Eppendorfhütchen überführt, so daß sich jeweils 1 Mio. Granulozyten/ml in einem 
Hütchen befanden. Daraufhin wurden die Granulozyten jeweils 1, 2, 4, 6, 8 und 12 h 
im Brutschrank (37°C, 5 % CO2) auf dem Schüttler inkubiert. Nach einer 
Zentrifugation (10 min, 1400 U/min) wurden die Zellüberstände abgenommen und bei 
-70°C eingefroren. 
 
 
4.3. PAI-1 Elisa (enzyme-linked immuno sorbent assay) 
 
Zum quantitativen Nachweis des PAI-1 wurde ein kommerziell erhältliches ELISA der 
Firma Biopool verwendet. 
Das PAI-1-Antigen bindet hierbei an einen wandständigen immobilisierten Antikörper. 
An diesen ortsgebundenen Ag-Ak-Komplex wird in einem weiteren  
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Arbeitsschritt an eine freie Determinante des Antigens ein sekundärer Antikörper, der 
mit dem Enzym Peroxydase konjungiert ist, gebunden. Auf diese Weise entsteht ein 
Peroxydase enthaltender Ag-Ak-Komplex. Die ungebundenen konjugierten 
Antikörper werden ausgewaschen und ein Peroxydase-Enzym-Substrat wird 
hinzugefügt. Nach der Oxidation des Peroxydase-konjungierten Antikörpers, bildet 
das Substrat ein gelbes Produkt. Dabei ist die Farbentwicklung direkt proportional zur 
PAI-1-Menge in der Versuchslösung. Um falsch positive Ergebnisse (z.B. durch hohe 
Mengen an Rheumafaktoren in der Versuchslösung) zu verhindern wird jede Probe 
in zwei verschiedenen Ansätze gemessen. Die beiden wells sind mit dem selben 
wandständigen Antikörper bestückt. Dem A-well werden jedoch Antigene, die zum 
PAI-1 kompatibel sind, in einer großen Menge hinzugefügt. Dadurch wird eine 
quantitativ relevante Bindung des PAI-1 an den Antikörper verhindert. Die Reaktion 
des A-wells ist nur von einem unspezifischen Effekt abhängig. Das N-well beinhaltet 
Antikörper, die nicht mit PAI-1 reagieren. Es repräsentiert die Summe aus einer 
spezifischen und einer unspezifischen Reaktion. Deshalb ist die Differenz zwischen 
dem N-well und dem A-well für die PAI-1-Menge in der Versuchslösung 
hochspezifisch. 
Dieses ELISA detektierte dabei lediglich ungebundenes PAI-1. PAI-1, welches sich 
z.B. mit t-PA in einem Komplex befand, wurde nicht erfasst. 
Die Bestimmung der PAI-1-Menge, die von Mesothelzellen gebildet wurde, erfolgte in 
96-er Multiwell Platten. Dabei wurde von jeder Probe eine Dreifachbestimmung 
durchgeführt und der Mittelwert berechnet. 
 
 
4.4. Proteinbestimmung 
 
Die Proteinbestimmung wurde mittels des BCA Kits der Firma Pierce (modifizierte 
Methode nach Bradford) durchgeführt. 
Dabei bindet das Coomassie-Proteinreagenz (Coomassie, Methanol, 
Phosphorsäure, Wasser) im sauren Medium an das gesamte Protein der 
Versuchslösung. Es findet eine Absorptionsänderung des Reagenz von 465 zu 595 
nm statt. Die Farbreaktion des Coomassie-Reagenzes ist linear zum Proteingehalt 
und wird bei jedem Assay  durch eine Standardkurve auf eine bekannte 
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Proteinkonzentration bezogen. Der Proteingehalt der Proben ergibt sich mittels 
linearer Regression der Standardkurve. 
 
 
 
4.5. LDH-Bestimmung 
 
Testprinzip: LDH (Lactatdehydrogenase ) ist ein zytoplasmatisches Enzym, welches 
in jeder Zelle vorhanden ist. Bei Zelltod wird es infolge gesteigerter 
Membranpermeabilität freigesetzt. Die quantitative Bestimmung der LDH-Aktivität 
erfolgte durch eine enzymatische Reaktion, die durch einen Farbumschlag des 
Formazan-Salzes von rot zu gelb sichtbar gemacht wurde.  
Reaktion:  Laktat                                       Pyruvat 
 
                    NAD+                                NADH+H+ 
 
Formazan Salz                                       Tetrazolium Salz  
 
Zunächst wurden die Granulozyten 10 min bei 1400 U/min abzentrifugiert. Nachdem 
die Zellüberstände abgenommen wurden, wurden die Reaktionsgemische angesetzt.  
Untersucht wurden Granulozytenüberstände. Als Referenz einer maximalen 
Zellschädigung wurden TRITON-X (1%) behandelte Granulozyten verwendet. Die 
basale LDH-Aktvität des Mediums (ohne Zellen) wurde von allen Messwerten 
subtrahiert. (Relative Zellschädigung=OD x-OD leer /OD TRITON -OD leer *100) 
 
 
4.6. Myeloperoxidase-Assay 
 
Granulozyten sind in die Abwehrfunktion des Organismus integriert. Dabei kommt es 
zum oxidativen burst, bei dem eine Vielzahl von oxidativ wirksamen Stoffen 
sezerniert werden. Als Schlüsselenzym der granulozytären Radikalsynthese wurde 
die Myeloperoxidaseaktivität bestimmt. 
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Zur Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivität wurden die Granulozyten nach 3 
Waschschritten (PBS) in Hexadecyltrimethyl-Ammoniumbromid (=HDA) (0,5 % in 
modifiziertem PBS) lysiert und mit einem spezifischen 
(Dianisidindihydrochlorid,=DDH)) inkubiert. 
Die Farbreaktion wurde photometrisch nach 15 min jeweils in 3fach Bestimmungen 
quantifiziert.  
 
 
4.7. Fibrinclot-Assay 
 
4.7.1. Fibrinogenpräparation 
 
Zur weiteren Auftrennung von Fibrinogen, insbesondere gegenüber Fibronektin, 
wurde das Fibrinogen (American Diagnostica inc., Greenwich, USA, #F196-II)bei 4C° 
gegenüber einem GBSH5 Puffer dialysiert. 
Nach Rekonstitution des Fibrinogens in Aqua injectabilia (2,5 mg/ml) erfolgte die 
Dialyse innerhalb eines Dialyseschlauchs gegenüber einem Überschuss von GBSH5 
bei 4C°. 
Nach Zentrifugation des Schlauchinhaltes bei 10.000 U/min (30 min) verblieb das 
Fibrinogen in Lösung.  
Die resultierende Fibrinogenkonzentration wurde photometrisch durch 
Extinktionsmessung bei 280 nm bestimmt. 
 
4.7.2. Lyseversuch 
 
Zunächst wurden 18.000 Mesothelzellen/well auf einer mit Fibronektin (0.01 mg/ml) 
beschichteten 96-er Wellplatte ausgesät.  
Nach einer Ruhephase von 24h bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank wurden die 
Mesothelzellen mit Zytokinen stimuliert, wobei als Medium RPMI 1640 +1% HSP 
dient. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Mesothelzellen. Als Konzentrationen 
für die Zytokine wurden TNF-α 200 U/ml, TGF-β 10 ng/ml und Il-1β 10 ng/ml 
verwendet.  
Daraufhin erfolgte eine  Inkubation von 12 h bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank.  
 
  
35 
35 
Als Medium im weiteren Verlauf des Versuchs diente GBSH5 komplett (siehe 
Anhang). Es erfolgte die Entwicklung eines Fibrinclots aus Fibrinogen (1mg/ml), 
Plasminogen (0,1 µM) und Thrombin (0,2 U/ml). Dabei wurden die Mesothelzellen 
weiterhin mit den verschiedenen Zytokinen stimuliert. 
Es erfolgte eine Leermessung ohne Fibrinclot bei 420 nm im ELISA-Reader. 
Daraufhin wurde 20 µl Thrombinlösung in die Mitte der wells pipettiert. Die 
Extinktionsmessung erfolgte bei 420 nm alle 5 min bis ein konstanter Maximalwert 
erreicht wurde. Die Gerinnung war damit abgeschlossen und es erfolgte die Induktion 
der Fibrinolyse durch Zugabe von t-PA bzw. z-PA (0.2 und 0.4 nM).  
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5. Ergebnisse 
 
 
5.1. Charakterisierung der Mesothelzellkultur 
 
Die Mesothelzellkulturen wurden mittels Phasenkontrastmikroskop charakterisiert. 
Die Zellen wuchsen in den Kulturflaschen einschichtig und erreichten nach vier bis 
zehn Tagen Konfluenz. Dabei zeigten sie das typische 
Pflastersteinwachstumsmuster. Die humanen Mesothelzellen konnten bis zu fünf 
mal passagiert werden. Allerdings zeigten einige Zellen nach der dritten Passage 
eine morphologische Veränderung. Die Zellgröße wuchs und mehrkernige Zellen 
traten auf. 
Immunhistochemisch konnte eine starke zytoplasmatische Reaktion gegenüber 
Zytokeratin 8, 18 und Vimentin nachgewiesen werden.  
 
 
5.2.  Mesothelzellen und Granulozyten in Kultur 
 
Um den Einfluß von Granulozyten auf die Mesothelzellen zu untersuchen, erfolgte 
eine Isolierung der weißen Blutkörperchen aus Vollblut. Dem Medium für die 
Granulozytenkultur entsprach GBSS. Um die Verträglichkeit der Mesothelzellen mit 
dem Inkubationsmedium GBSS zu untersuchen, erfolgte ein Vergleich zwischen der 
Zytotoxizität des Standardmediums RPMI 1640+1% HSA und GBSS. Als Indikator für 
den Zelltod diente eine LDH-Bestimmung. 
Es wurden jeweils 4 LDH-Bestimmung nach 0, 2, 4, 6, 8 und 24 h (jeweils n=9) 
Inkubationszeit bei 37°C und 5 % CO2  im Wärmeschrank durchgeführt.  
Unter Einfluß von GBSS als Medium erfolgte eine kontinuierliche Erhöhung LDH-
Aktivität (2 h: 8,85+-1,929), bis nach 24-stündiger Inkubation von 29,89+-2,246 der 
Mesothelzellen LDH freigesetzt wurde.  
Die maximale LDH-Konzentration ließ sich nach einer 24-stündigen Inkubationszeit 
mit HSA 1% feststellen (68,86+-5,642).   
Die Inkubation der Mesothelzellen im serumfreien Puffer (GBSS), der zur Isolation 
der Granulozyten verwendet wurde, erwies sich als nicht zellschädigend. 
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5. 3. Charakterisierung der isolierten Leukozyten 
 
Die Granulozyten wurden durch die Phasenkontrastmikroskopie charakterisiert. Die 
Zellschädigung der Granulozyten während der Inkubation in GBSS wurde in den 
folgenden Versuchen untersucht, wobei auch hier die LDH-Aktivität als Parameter 
der Zellschädigung verwendet wurde. 
Dabei wurden isolierte weiße Blutkörperchen über 1, 2, 4, 6, 8 und 12 h (jeweils n=9) 
bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Es wurden unstimulierte Granulozyten als 
Negativkontrolle herangezogen. Stimulationen mit TNF-α (200 U/ml) und mit LPS (50 
ng/ml) stellten die anderen beiden Fraktionen.  
 
Abb. 1: 
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Allen Proben ist gemeinsam, dass der durch die LDH-Freisetzung der Zellen 
gemessene Zelltod im zeitlichen Verlauf ansteigt. Es waren im Mittel ca. 20 % 
(GSNo: 22,74 % +-0,002, GSNTNF-α:20,19 % +-0,0003, GSNLPS: 19,56 +-0,0001) 
der Granulozyten nach 12 h irreversibel geschädigt.  
Die Werte sowohl der durch LPS als auch der durch TNF-α stimulierten Zellen lagen 
in jeder Zeitstufe unter denen der unstimulierten Granulozyten.Es war kein 
signifikanter Unterschied zwischen den beiden stimulierten Fraktionen festzustellen. 
LPS und TNF-α besaßen einen ähnlichen Effekt auf die Granulozytenvitalität. 
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Insgesamt zeigte sich in dieser Versuchsanordnung, daß eine 20 %ige Absterberate 
der isolierten Zellen nach einer Inkubationszeit von 12 h für die weiteren Versuche 
als akzeptable Zellschädigung anzusehen war. 
Zur Aktivitätsbeurteilung der Granulozyten erfolgte die Bestimmung der 
Myeloperoxidaseaktivität.  
Hierzu wurde durch eine Myeloperoxidasefärbung die Produktion von 
Sauerstoffradikalen und anderen oxidativ wirksamen Zellprodukten bestimmt.  
Die zeitabhängige Aktivität der Myeloperoxidase ist in Abb. 2 dargestellt. 
 
 
Abb. 2: 
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Gemäß der Hypothese, dass Granulozyten in einem bestimmten Zeitabschnitt 
Proteine und oxidativ wirksame Metaboliten synthetisieren, stieg die Konzentration 
der Myeloperoxidase bei längerer Inkubationszeit erwartungsgemäß an. 
Dementsprechend lagen die Maximalwerte bei 12 h (GSNo: 0,223 +-0,070, 
GSNTNF-α: 0,328 +-0,094, GSNLPS: 0,433 +-0,053).  
Die oxidative Aktivität der unstimulierten weißen Blutkörperchen nahm proportional 
zur Zeit zu. Es ergab sich ein nahezu linearer Anstieg der Extinktion bei 450 nm. 
Dabei lagen diese Werte der Myeloperoxidase bei jeder Inkubationszeit unterhalb der 
oxidativen Aktivität stimulierter Granulozyten. Entzündlich stimulierte Zellen hatten 
somit eine größere synthetische Aktivität aufzuweisen. 
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Die Myeloperoxidaseaktivität der TNF-α stimulierten Granulozyten stieg ebenfalls 
näherungsweise linear.  
Im Vergleich zwischen LPS und TNF-α regte LPS die Granulozyten zu einer 
größeren Myeloperoxidaseaktivität an.  
Insgesamt ergab sich unter einer Stimulation mit Lipopolysacchariden die größte 
oxidative Potenz der Granulozyten.  
 
 
5.4. PAI-1-Synthese der HOMC unter Stimulation mit TNF-α, TGF-ß und IL-1ß 
 
Es erfolgte nun die Untersuchung der fibrinolytischen Eigenschaften von humanen 
Mesothelzellen im Entzündungsprozeß. 
 
 
5.4.1.  Basale PAI-1 Produktion von HOMC 
 
Die humanen Mesothelzellen wurden in zwei verschiedene Medien kultiviert. Zum 
einen handelte es sich um RPMI 1640 + 10 % HSP und zum anderen um RPMI 1640 
+ 1 % HSA.  
Die PAI-1 Konzentration in den Überständen lag bei den mit HSP inkubierten Zellen 
bei 2,84 (+- 0,61) ng/µg Zellprotein. Die mit HSA inkubierten Mesothelzellen 
produzierten 1,73 (+-0,14) ng/µg Zellprotein.  
 
 
5.4.2. Einfluß von TNF-α, TGF-β und IL-1ß auf die PAI-1 Antigen 
Konzentration 
 
Nach Stimulation der Mesothelzellen mit den Zytokinen TNF-α, TGF-ß und IL-1ß 
wurden erneut die PAI-1 Werte im Zellüberstand bestimmt. 
Zur Veranschaulichung sind die PAI-1/Gesamtprotein Werte mit ihren 
Standardabweichungen in folgender Abbildung graphisch dargestellt.  
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Abb.3 
 
PAI-1/Gesamtprotein (ng/ml) in 1% HSA 
HSA     TNF                         TGF                        IL-1ß
A
B
 C
A
 B
 C
 A
 B
 C
 
 
TNF-α: A 10 U/ml  TGF-ß: A 0,1 ng/ml IL-1ß: A 0,1 ng/ml 
 B 100 U/ml  B 1 ng/ml             B  1 
ng/ml 
 C 1.000 U7ml  C 10 ng/ml           C             10 ng/ml 
 
In zehn verschiedenen Versuchsansätzen ergab die Zugabe von 10 U/ml TNF-α und 
0,1 ng/ml TGF-ß und IL-1ß zum Kulturmedium RPMI1640 + 10 % HSP einen PAI-1 
Anstieg auf 2,51 ng/µg (+-0,040), 2,49 ng/µg (+-0,0,523) und 2,21 ng/µg (+-0,114). 
Bei Änderung des Kulturmediums auf HSA 1 % erfolgte bei gleicher 
Zytokinkonzentration ein ähnlicher Anstieg des PAI-1 Antigens. 
Eine Steigerung der Zytokinkonzentration auf 100 U/ml TNF-α, und 1 ng/ml TGF-ß 
und IL-1ß steigerte in allen Proben (n=10) die PAI-1 Bildung. Bei Änderung des 
Kulturmediums auf HSA 1 % erfolgte bei gleicher Zytokinkonzentration ein ähnlicher 
Anstieg des PAI-1 Antigens. 
Eine weitere Anreicherung der Zytokine im Kulturmedium RPMI 1640 + 10% HSP 
setzte den Trend fort. Bei einer Konzentration von 1.000 U/ml TNF-α und 10 ng/ml 
TGF-ß und IL-1ß erhielt man maximale antifibrinolytischen Eigenschaften der 
Mesothelzellen. Es ergab sich eine PAI-1 Produktion von 8,98 ng/µl (+-0,055) (TNF-
α), 7,73 ng/µl (+-0,203) (TGF-ß) und 10,34 ng/µl (+-0,052) (IL-1ß). Unter der 
Stimulation mit TNF-α, TGF-ß und IL-1ß stieg das nachgewiesene PAI-1 
konzentrationsabhängig zur Zytokinmenge an. Dabei fand sich das größte  
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Stimulationspotential für alle drei Zytokine bei einer Konzentration von 1.000 U/ml 
TNF-α und 10 ng/ml TGF-ß und IL-1ß. Der potenteste von ihnen bei der genannten 
Konzentration war IL-1ß (4,65-facher Anstieg), gefolgt von TNF-α (3,57-facher 
Anstieg). TGF-ß zeigte den schwächsten stimulatorischen Effekt mit einem 3,1-
fachem Anstieg des PAI-1 Antigen. 
Vergleicht man nun die Medien RPMI 1640 + 10 % HSP (humanes Serumprotein) 
und RPMI 1640 + 1 % HSA (humanes Serumalbumin) miteinander, so zeigte bereits 
die Negativkontrolle, in der die Mesothelzellen nur in den entsprechenden Medien 
und ohne Zytokine inkubiert wurden, dass kein signifikanter Unterschied zwischen 
den Medien bestand. Die Hypothese, daß HSP 10% und HSA 1% beide eine 
ausreichende Proteinversorgung der Mesothelzellkulturen gewährleisten, bestätigte 
sich auch bei der Inkubation mit TNF-α, IL-1ß und TGF-ß. Auch hier bestand kein 
signifikanter Unterschied bezüglich der PAI-1 Produktion zwischen den beiden 
Medien. 
 
 
 
 
5.5. Antifibrinolytische Aktivität der HOMC unter Stimulation  
 
Um die Hypothese, dass der Zytokin induzierte Anstieg des PAI-1 Antigen eine 
verminderte fibrinolytische Aktivität der Mesothelzellen bewirkt, wurde ein Fibrinclot-
Modell, mit dem die antifibrinolytische Aktivität der Mesothelzellen in vitro quantifiziert 
werden kann, verwendet.  
Die in vitro Lyse eines definierten Fibringerinnsels erfolgte nach Aktivierung der 
Mesothelzellen mit TNF-α (200 U/ml), TGF-β (10 ng/ml) und Il-1β (10 ng/ml) über 
eine Inkubationszeit von 12 h (n = 6).  
Zur induzierten Lyse wurden t-PA und z-PA jeweils in Konzentrationen von 0,2 nM 
und 0,4 nM verwendet. Dabei war z-PA als PAI-1 resistenter Plasminogenaktivator 
vom PAI-1 Effekt der Mesothelzellen unabhängig. In keiner Probe wurde eine 
spontane fibrinolytische Aktivität beobachtet. 
Die folgende Abbildung zeigt die relative Fibringerinnseldichte als optische Dichte bei 
405 nm. Die Fibrinolyse wurde durch t-PA in einer Konzentration von 0,2 nM 
induziert. 
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Abb. 4: 
 
t - P A  =  0 ,2  n M
- 0 ,2
0
0 ,2
0 ,4
0 ,6
0 ,8
1
1 ,2
00
:0
2
00
:1
5
01
:1
5
04
:0
0
06
:0
0
08
:0
0
10
:0
5
12
:1
5
13
:4
5
E x t in k t io n o h n e  Z e lle n
H O M C
T N F
T G F - ß
IL - 1 ß
 
 
Die Fibrinformation nach initialer Zugabe von Thrombin zeigte sich in einer 
anfänglich rapiden Zunahme der optischen Dichte. Die Kontrolle beinhaltete die 
Fibrinolyse ohne HOMC und mit unstimulierten HOMC. 
Die Zeit bis zur halben Lyse des Fibrinclots (L 0,5) war bei Anwesenheit von 
unstimulierten HOMC signifikant kürzer als in Abwesenheit von Mesothelzellen. Die 
Stimulation mit TNF-α, TGF-ß und IL-1ß (jeder in einer Konzentration von 10 ng/ml) 
verursachte einen deutlichen Anstieg der Lysezeiten. 
Dabei war IL-1ß der potenteste antifibrinolytisch wirksame Stimulator, gefolgt von 
TGF-ß und  TNF-α. 
Um zu untersuchen, ob ein PAI-1 Antigen Expressionsanstieg bei stimulierten 
Mesothelzellen für diesen antifibrinolytischen Effekt verantwortlich ist, wurde der PAI-
1 resistenter Plasminogenaktivator (z-PA) eingesetzt. Falls die Verzögerung der 
Fibrinolyse sich durch z-PA als reversibel zeigen sollte, würde dies eine 
Verantwortlichkeit der Verzögerung durch einen PAI-1-Sekretionsanstieg bedeuten. 
Umgekehrt muss bei einer unbeeinflußten Lysezeit von einem PAI-1 unabhängigem 
Mechanismus, insbesondere durch eine verminderte t-PA-Sekretion, ausgegangen 
werden. Es ergaben sich folgende Zeiten bis zur halben Fibrinolyse: 
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Tabb. 2 
 
 keine Zellen HOMC TNF-α  TGF-ß IL-1ß 
t-PA=0,2 nM 530 min. 425 min. 570 min. 635 min. 700 min. 
z-PA=0,4 nM 410 min. 390 min. 402 min. 402 min. 410 min. 
 
 
Die Verzögerung der Fibrinolyse, die durch TGF-ß, TNF-α und IL-1ß verursacht 
wurde, wurde quantitativ unterschiedlich neutralisiert. Dies bedeutet, dass sowohl ein 
Anstieg der PAI-1-Sekretion als auch eine verminderte t-PA-Produktion für den 
antifibrinolytischen Effekt verantwortlich war. Es bestand keine signifikante Differenz 
zwischen der Lyse ohne Zellen und den Zytokin-stimulierten Mesothelzellen. 
Ein PAI-1 Anstieg als auch eine verminderte t-PA Produktion war unter entzündlicher 
Stimulation für den antifibrinolytischen Effekt der Mesothelzellen verantwortlich. 
Dabei war der t-PA Effekt quantitativ deutlich geringer als der PAI-1 Effekt.  
 
 
 
5.6. Einfluß aktivierter Granulozyten auf die fibrinolytischen Eigenschaften 
humaner Mesothelzellen  
 
Nachdem die antifibrinolytische Eigenschaft von Mesothelzellen unter 
Zytokinstimulation dargestellt war, konnte darauf aufbauend das Verhalten der Zellen 
unter Beeinflussung durch Granulozyten untersucht werden. Diese Zell-zu-Zell 
Interaktionen stellen einen wichtigen Faktor in der Pathogenese der Peritonitis dar. 
 
 
 
 
5.6.1. Konzentrationsabhängigkeit 
 
Im nächsten Versuch wurden die Mesothelzellen mit Granulozytenüberständen 
verschiedener Konzentrationen stimuliert. Als Kontrolle wurden die Mesothelzellen 
nicht nur mit den Granulozytenüberständen, sondern auch mit dem Zytokin TNF-α  
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und mit PHA stimuliert. Zudem erfolgte eine Einstellung der Granulozyten auf 1 
Mio/ml.  
Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 37°C erfolgte die Berechnung des PAI-
1/Gesamtprotein-Quotienten (jeweils n=10). 
 
Abb. 5 
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GSNo: Granulozyten ohne Stimulation 
GSNTNF-α:Granulozyten mit TNF-α stimuliert 
GSNPHA: Granulozyten mit PHA stimuliert 
TNF-α:mit TNF-α stimulierte Mesothelzellen  
PHA: mit PHA stimulierte Mesothelzellen 
 
 
 
Als Grundwert der PAI-1-Sekretion von humanen Mesothelzellen konnte die 
Inkubation der Zellen mit GBSS als Puffer gelten. Dieser lag bei 8,51+-2,67 ng/µg 
Protein.  
Gemäß den vorangegangenen Versuchen bestätigte sich auch hier die Hypothese, 
dass eine Stimulation mit TNF-α (200 U/ml) die PAI-1 Antigenproduktion anregt. Der 
PAI-1/Gesamtprotein-Quotient stieg dabei proportional zur Zytokinkonzentration an. 
Eine Stimulation der Granulozyten mit TNF-α supprimiert die PAI-1 Produktion von 
Mesothelzellen. Bis zu einer Verdünnung von 1:1 lagen die Werte signifikant unter 
der basalen Sekretion. Werden die Granulozytenüberstände allerdings weiter 
verdünnt, reichten die Substanzkonzentrationen in den Granulozytenüberständen 
nicht aus, um die ihrer PAI-1 Produktion der Mesothelzellen zu supprimieren. 
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Unter Inkubation der weißen Blutkörperchen mit PHA und ebenfalls ohne Stimulation 
ergab sich eine ähnliche Beobachtung. Die Mesothelzellen sezernierten signifikant 
weniger PAI-1.  
Zusammenfassend ergab sich also eine geringere PAI-1 Produktion der 
Mesothelzellen unter Stimulation mit Granulozytenüberständen. Dabei zeigte PHA 
den größten Effekt, gefolgt von TNF-α und anschließend von unstimulierten 
Granulozyten. Dabei ließ sich nicht nachweisen, ob dieser Effekt auf eine 
Unterdrückung der PAI-1 Produktion der Mesothelzellen selbst, oder auf einen 
vermehrten Zelluntergang der HOMC beruhte. 
 
 
 
5.6.2. zeitlichen Verlauf 
 
Als nächster Schritt zur Untersuchung der fibrinolytischen Eigenschaften humaner 
Mesothelzellen unter Stimulation mit Granulozytenüberständen war der zeitliche 
Verlauf der PAI-1 Produktion von Interesse.  
Hierzu wurden die weißen Blutkörperchen verschieden lange in GBSS mit TNF-α 
und LPS inkubiert (1, 2, 4, 6, 8 und 12 h). Es befanden sich jeweils 1 Mio. 
Granulozyten in einem Versuchansatz.  
Als Negativkontrolle dienten Zellüberstände unstimulierter Granulozyten. 
Nachdem auf diese Weise 6 verschiedene Fraktionen von Granulozytenüberständen 
hergestellt worden waren, erfolgte eine Übertragung auf Mesothelzellen. Dabei 
wurden erneut die Verdünnungsstufen 1:1, 1:10 und 1:100 eingehalten.  
 
Der für alle Versuchsansätze geltende Grundwert für den PAI-1/Gesamtprotein-
Quotient lag bei 10,55 ng/µl +-0,806 (Inkubation mit GBSS). 
Unstimulierte Granulozyten erniedrigten diesen basalen PAI-1 Sekretionswert auf 
9,53 ng/µl +-1,071.  
Nach einer 1-stündigen Inkubation der Granulozyten wurden Überstände gewonnen, 
die keinen signifikanten Effekt auf die PAI-1 Produktion der Mesothelzellen ausübten. 
Die Ergebnisse lagen näherungsweise bei den Werten der Stimulation mit reinen 
Zytokinen. Die Auswirkung auf Mesothelzellen lag dementsprechend an den 
Zytokinen, die sich in dem Reaktionsgemisch befanden, und nicht an den 
Sekretionsprodukten der Granulozyten. 
Wird dem zeitlichen Verlauf besondere Aufmerksamkeit geschenkt ist es sinnvoll nur 
die unverdünnten Granulozytenüberstände zu betrachten.  
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Abb. 6 
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Bei der Verlängerung der Inkubationszeit der Granulozyten fiel als Resultat der 
Stimulation mit den gewonnenen Überständen zunächst auf, dass sowohl bei LPS 
als auch im Falle des TNF-α eine erhebliche Reduktion der PAI-1-Sekretion in Bezug 
zum Gesamtprotein stattfand. Dies zeigte sich in allen Verdünnungsstufen und auch 
im Vergleich zu den unstimulierten Granulozyten. 
Die mit TNF-α inkubierten Granulozyten ergaben einen Überstand, der die PAI-1 
Sekretion der Mesothelzellen supprimierte. Der Grundsekretionswert von 10,55 ng/µl 
+-0,806 wurde maximal nach 12 stündiger Inkubationszeit auf 5,09+-0,149 
supprimiert. Dabei zeigte sich eine deutliche Zeitabhängigkeit. Je länger die weißen 
Blutkörperchen durch  TNF-α stimuliert wurden, desto wirksamer wurde von den 
gewonnenen Überständen die PAI-1 Bildung der Mesothelzellen unterdrückt. 
Eine Stimulation der Granulozyten durch Lipopolysaccharide erbrachte ebenfalls eine 
Reduktion der synthetisierten PaI-1 Menge von Granulozyten. Die maximale 
Suppression wurde nach der 12 stündigen Inkubationszeit erreicht. Es wurde eine 
PaI-1 Konzentration von 7,68 ng/ml +-0,692 bestimmt. Dieser Wert lag über 
demjenigen, der durch  eine TNF-α Stimulation erreicht wurde. Dementsprechend 
zeigte TNF-α eine stärker PAI-1 reduzierende Wirkung gegenüber Mesothelzellen. 
Wurden die Granulozyten mit reinen GBSS inkubiert, unterlagen also keiner 
Zytokinstimulation wurde ein Überstand gewonnen, der die Mesothelzellen zu einer 
Sekretion von 7,25 ng/ml +-0,542 PAI-1 veranlasste. Dieser Wert lag signifikant über 
den stimulierten Granulozytenüberständen. Zytokin konditionierte  
  
47 
47 
Granulozyten supprimieren die PAI-1 Bildung der Mesothelzellen potenter als 
unstimulierte weiße Blutzellen. 
Darüber hinaus zeigte sich neben der zeitabhängigen Komponente auch eine 
Konzentrationsanhängigkeit. Die Granulozytenüberstände wurden im Verhältnis 1:1, 
1:10 und 1:100 mit GBSS verdünnt. Nach einer 12-stündigen Inkubationszeit mit 
Mesothelzellen im Brutschrank wurde erneut die PAI-1 Konzentration bestimmt. Je 
konzentrierter die Granulozytenüberstände waren, desto stärker fiel ihre PAI-1 
reduzierende Wirkung gegenüber Mesothelzellen auf.  
Zusammenfassend ergab sich also eine Reduktion der PAI-1/Gesamtprotein-
Quotienten zeitabhängig und konzentrationsabhängig in allen Proben, wobei die 
Granulozyten, die mit TNF-α vorstimuliert worden waren, den größten Einfluß auf 
HOMC ausübten.  
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6. Diskussion 
 
 
6.1. klinische Bedeutung peritonealer Adhäsionen 
 
Einer der häufigsten Komplikationen der Abdominalchirurgie ist die Bildung von 
fibrösen Adhäsionen während der Heilungsphase nach operativen Eingriffen. Alle 
chirurgischen Vorgänge, bei denen die Bauchhöhle eröffnet oder eine Manipulation 
an derselben vorgenommen wird, sind dabei mit verschiedenen Häufigkeiten und 
Schweregraden mit Verwachsungen assoziiert. In einer postmortalen Studie [39] 
fanden sich bei 90% der Patienten mit vorangegangenen bauchchirurgischen 
Eingriffen peritoneale Adhäsionen. 
 
 
6.2. Pathogenese peritonealer Adhäsionen 
 
Falls die Integrität des Bauchfells gestört wird, werden eine Reihe von Ereignissen in 
Gang gesetzt, die zu verschiedenen regenerativen und reparativen Prozessen 
führen. Generell bezieht dabei der entzündlich-reparative Prozess ortständige Zellen 
(hier besonders Mesothelzellen), invadierte Zellen (Makrophagen), humorale 
Faktoren, Extrazellularkomponenten, entzündliche Zytokine und Fibrin mit ein. 
Dabei gehören fibrinösen Adhäsionen notwendigerweise zur Wundheilungsreaktion 
in der Peritonealhöhle.  
Chirurgische Traumata des Bauchfells bedingen ein Aufplatzen von 
Grundgewebsmastzellen, die vasoaktive Substanzen freisetzen. Die Permeabilität 
von Blutgefäßen wird hierdurch erhöht. Innerhalb von 3 Stunden nach einer 
Verletzung führt das zu einer Bildung einer Fibrinmatrix [88,135]. Nach 1-3 Tagen 
besteht die Adhäsion aus einer Vielzahl von zellulären Elementen, die in der 
Fibrinmatrix eingeschlossen sind.  
Diese Matrix wird nach und nach von Granulationsgewebe mit Makrophagen, 
Fibroblasten und Kapillaren ersetzt. Sie wird dann in ein dichteres 
  
49 
49 
Granulationsgewebe umgewandelt, bei dem die Hauptkomponente Fibroblasten, die 
Kollagenfibrillen in die Extrazellularmatrix sezernieren, bilden [94,148]. 
Bei größeren Gewebsnekrosen kann eine Restitutio ad integrum mit der 
vollständigen Resorption der Fibrinmatrix und der Zellkomponenten nicht erfolgen. 
Der Heilungsvorgang ist von der Regenerationsfähigkeit, die durch eine Hypoxie 
vermindert wird, des betroffenen Organs und der Ausdehnung der Nekrose 
abhängig. Bei einem Ungleichgewicht zuungunsten der Nekrose, der Hypoxie oder 
der Fibrinbildung entstehen Verwachsungen durch Faserbildung von Fibroblasten. 
[53]. 
 
 
6.3. Bedeutung der Fibrinolyse für die peritoneale Wundheilung  
 
In dieser Studie soll insbesondere der Einfluß auf die Fibrinbildung während des 
Entzündungsprozesses untersucht werden, da die Bildung eines Fibringerinnsels 
innerhalb der Bauchhöhle eine wichtige Vorraussetzung zur Entstehung von 
Adhäsionen ist [88,135]. 
Es ist bekannt, dass Verletzungen oder Entzündungen der abdominalen Organe in 
einer Exsudation von Fibrin mündet, die Nachbarstrukturen innerhalb von 3 Stunden 
zur Adhärenz führt [133]. Die Mehrzahl dieser fibrinösen Adhäsionen sind zeitlich 
begrenzt und werden innerhalb weniger Tage absorbiert [68]. Einige werden jedoch 
organisiert, indem Fibroblasten und Kapillaren einwachsen und so ein fibröses 
Grundgerüst bilden. Hierbei ist der entscheidende Punkt zur Entwicklung dauerhafter 
Organzusammenklebungen, ob Fibrin lysiert, oder durch fibröses Gewebe organisiert 
wird.  
Fortschritte zur Verhütung von Verwachsungen haben sich darauf konzentriert, die 
entzündliche Antwort auf den invasiven Eingriff zu verhindern, die Bildung von Fibrin 
zu unterdrücken oder eine Lyse des Fibrins zu fördern. Auch ein präventiver Schutz 
vor Zerstörung der serösen Oberfläche ist hilfreich [83]. 
Fibrinöse Adhäsionen sind dabei notwendigerweise in der Wundheilungsreaktion 
integriert. Bedingt durch ein chirurgisches Trauma des Peritoneums platzen 
Grundgewebsmastzellen, die vasoaktive Substanzen freisetzen, die die Permeabilität 
von Blutgefäßen erhöhen. Innerhalb von 3 Stunden nach einer 
  
50 
50 
 Verletzung führt das zu einer Bildung einer Fibrinmatrix [88,135]. Nach 1-3 Tagen 
besteht die Adhäsion aus einer Vielzahl von zellulären Elementen, die in der 
Fibrinmatrix eingeschlossen sind.  
In der Frühphase gehören hierzu vor allem neutrophile Granulozyten. Makrophagen, 
Fibroblasten und Kapillaren ersetzen dann diese Matrix, so dass ein dichteres 
Granulationsgewebe entsteht. Zum Schluss sind die Hauptkomponenten 
Fibroblasten, die Kollagenfibrillen in die Extrazellularmatrix sezernieren [88,135]. 
 
 
 
6.4. Eigenschaften der verwendeten Zellelemente 
 
Eine Schlüsselrolle bei der Regulation des entzündlich reparativen Prozesses eines 
Serosaschadens spielen Mesothelzellen. Es ist gesichert, dass ein Heilungsprozess 
der serösen Häute eine Aktivierung, Proliferation und Migration von mesothelialen 
Zellen benötigt [154]. 
Sie regulieren das Zusammenspiel von Fibrinablagerung und Fibrinolyse, dessen 
Dysbalance bei der Entstehung von Verwachsungen entscheidend ist. 
Mesothelzellen sind aktiv in Vorgänge wie Entzündung, Fibrinolyse und 
Extrazellularsubstanzmodellierung miteinbezogen [29,37,59,71,78,97,128,131]. 
Mesothelzellen sind in der Lage die Fibrinolyse zu induzieren oder zu hemmen, 
indem sie die antagonistischen Moleküle tissue-type plasminogen activator (t-PA) 
und den plasminogen activator inhibitor type 1 und 2 (PAI-1 und PAI-2) in 
variierenden Mengen sezernieren [60,115].  
Dieses Konzept von serosaler Hypofibrinolyse als hauptsächlich pathogenetischer 
Faktor für Adhäsionen ist durch klinische und experimentelle Daten gut belegt. Der 
Mechanismus, der die mesotheliale t-PA und PAI-1 Sekretion kontrolliert, ist 
allerdings nicht im Detail bekannt [17,126,141,146]. 
Eine wichtige Aufgabe der Granulozyten, die durch Chemotaxine zum 
Entzündungsort gelangen, besteht in der Phagozytose von Bakterien, Parasiten und 
Gewebsdedritus. 
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Die Plasmamembran der Neutrophilen, die Oberflächenrezptoren für Opsonine wie 
C3b oder den Fc-Teil von Immunglobulinen haben, invaginiert, wenn sie sich mit 
opsonierten Bakterien oder Immunkomplexen verbindet [48,49,56]. 
Azurophile und spezifische Granula (Lysosomen) treten der neu geformten Vakuole 
an ihrer Innenseite bei und laden ihren Inhalt aus. [107]. 
Wenn Granulozyten aktiviert werden, machen sie einen respiratorischen burst 
durch. Sie nehmen massiv Sauerstoff auf. Dieser wird in reaktive 
Sauerstoffmoleküle, die zur mikrobiellen Tötung dienen, umgewandelt [42,132]. 
Dabei haben unsere Versuche belegt, dass sich die Syntheseleistung der 
Granulozyten in Abhängigkeit von der Zeit entwickelt. Dabei diente uns die 
Myeloperoxidase als Markerenzym. Die Myeloperoxidaseaktivität nahm in 
Abhängigkeit von der Zeit zu, wobei Stimulation mit TNF-α und LPS diese Aktivität 
deutlich induzierte. Eine quantitative Aussage ließ sich bei unseren Versuche nur als 
prozentuale Steigerung einer Basalproduktion treffen. Die Extinktion stieg dabei 
maximal auf das Doppelte des Ausgangswertes an. 
Im Gegensatz dazu konnten Varani et al. bei ihren Untersuchungen mit neutrophilen 
Granulozyten zeigen, dass peritoneale humane neutrophile Granulozyten in 30 
Minuten 20 +- 1 nmol H2O2 produzieren [139]. Die Isolierung erfolgte hierbei 
allerdings nach Ficoll in HBSS. 
Inwieweit sich unsere Aktivitätsuntersuchungen mit denen von Varani et al. decken, 
lässt sich nur schwer feststellen. Zwar sind die Isolationsprozesse nach Ficoll und 
nach Percoll durchaus vergleichbar in ihrem Versuchsprinzip, aber die 
Inkubationszeiten variieren stark. Varani et al. legten Inkubationszeiten von 4 
Stunden ihren Versuchen zugrunde. Bei uns lagen die maximalen Inkubationszeiten 
bei 12 Stunden. Bei der 12-stündigen Inkubation waren über ca. 80% der 
Granulozyten vital. Inwieweit die Leukozyten dann noch zu einer Syntheseleistung 
fähig sind bleibt jedoch unklar. In unseren Versuchsreihen stieg die 
Myeloperoxidaseaktivität auch bei diesen langen Inkubationszeiten linear an. 
Wahrscheinlich entspricht das einem ebenfalls linearem Anstieg der 
Sauerstoffradikale . 
Die freigesetzten  reaktiven Sauerstoffmoleküle beinhalten dabei nicht nur 
Superoxidionen (HO2-), sondern auch Wasserstoffperoxyd (H2O2) und 
Hydroxidradikale (OH). 
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Des weiteren sind Granulozyten fähig durch eine IL-8 Sekretion regulatorisch in eine 
Entzündungsepisode einzugreifen. Auf der einen Seite bewirkt IL-8 eine Änderung 
der intrazellulären Kalziumkonzentration von Monozyten mit entsprechendem Einfluß 
auf den respirotorischen burst [10], auf der anderen Seite besitzt IL-8 wichtige 
autokrine Effekte: Es ist ein bedeutendes Chemoattraktant für Granulozyten selbst 
und aktiviert diese in ihren Funktionen innerhalb des Entzündungsprozesses. Dazu 
gehört die Reifung und Ausdifferenzierung des Knochenmarks, das Eindringen aus 
Blutgefäßen ins Gewebe, der respiratorische burst, Exozytose, Phagozytose und 
die intrazelluläre Verdauung inkorporierter Partikel [10].  
 
 
 
 
6.5. Antifibrinolytische Aktivität der HOMC unter Stimulation 
 
Die Formation von extrazellulärem Fibrin und die Fibrinolyse spielen eine 
entscheidende Rolle bei der peritonealen Wundheilung. Intraabdominale Installation 
von u-PA und t-PA verhindern im Tiermodell die Bildung von Adhäsionen 
[17,126,141,146]. Die fibrinolytische Aktivität aus peritonealen Biopsien sank 
während Peritonitisepisoden durch die ansteigende Transkription und Aktivität des 
Plasminogenaktivator-Inhibitors, insbesondere von PAI, der von Mesothelzellen 
sezerniert wird.[86,141,147].  
Die ansteigende PAI-1 Konzentration wird von einem Anstieg der 
proinflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-1ß und TGF-ß begleitet [97,128,131,146]. 
Diese Studie zeigt nun, dass TNF-α,TGF-ß und IL-1ß einen antifibrinolytischen Effekt 
auf humane Mesothelzellen hervorrufen. Insbesondere steigt die PAI-1 Produktion 
und Sekretion in den Überstand an.  
Wie schon aus Studien von van Hinsbergh [124] hervorgeht, wird unter TNF-α 
Stimulation ein Abfall von t-PA und ein gegenläufiger Anstieg von PAI-1 und -2 
beobachtet.  
Dieses Phänomen konnte in unseren Versuchen bestätigt werden. Wir benutzten 
dabei eine TNF-α-Konzentration von 10-1.000 U/ml, die im physiologischen Bereich 
liegt. Darüber hinaus konnten wir auch für die Zytokine TGF-β und IL-1β einen 
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gleichgerichteten Effekt nachweisen. Hierbei lagen die Konzentrationen für TGF-β 
bei 0,1-10 ng und für IL-1β bei 0,1-10 ng. Der Effekt war streng 
konzentrationsabhängig. Je intensiver die Zytokinstimulation ausfällt, desto niedriger 
wird die PAI-1/Gesamtprotein Ratio der kultivierten Mesothelzellen .  
Ähnliche Ergebnisse in bezug auf die PAI-1 Sekretion wurden von Hinsbergh und 
Whawell et al. [60,86] beobachtet. Im Gegensatz dazu berichtet Idell et al. über eine 
ansteigende t-PA Produktion von humanen Pleuramesothelzellen nach einer 
Inkubation mit TNF-α und TGF-ß, allerdings unter anderen Kulturbedingungen und 
einer anderen Art von Mesothelzellen [65]. 
Im Gegensatz dazu hatten alle Zytokine einen ähnlichen Effekt auf die t-PA 
Produktion.  
Die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien könnten dabei mit dem 
präparationsbedingtem Aktivitätsverlust der Zytokine und der Rezeptorverteilung auf 
der Mesothelzelloberfläche zusammenhängen. Eine präoperative Gabe von 
blockierenden Antikörpern gegen TNF-α und IL-1ß unterdrückten die 
Adhäsionsbildung, wohingegen die intaperitoneale Applikation von TGF-ß diese 
erhöhte [22,73,74,148]. Diese Beobachtung untermauert unserer Meinung nach die 
Annahme, dass Verwachsungen in vivo zumindest zum Teil durch den Verlust an 
fibrinolytischer Aktivität der Mesothelzellen, der auf die Aktivität der Zytokine 
zurückzuführen ist, hervorgerufen werden. Dieser Zytokineffekt konnte von uns durch 
einen Anstieg der PAI-1 Sekretion der Mesothelzellen nach Stimulation mit TNF-α, 
TGF-ß und IL-1ß nachgewiesen werden. 
Da die oben genannten Zytokine typischerweise von Makrophagen im Falle einer 
Entzündungsreaktion sezerniert werden, kann die Emigration von Blutmonozyten und 
deren Aktivierung im Gewebe als ein bedeutender Faktor zur Entstehung von 
Adhäsionen angesehen werden. Innerhalb dieser Pathogenese spielt Fibrinogen 
zudem noch als positiv chemokinetische Substanz für Leukozyten eine Rolle. 
Einerseits reagieren also Mesothelzellen auf Zytokine der weißen Blutkörperchen 
durch eine Hemmung der Fibrinolyse, andererseits bedingt das Fibrin selbst 
wiederum eine Chemotaxis und Aktivierung der Leukozyten. Es entsteht ein 
Regelkreis, dessen Komponenten sich gegenseitig verstärken. 
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Um die Hemmung der Fibrinolyse unter entzündlichen Bedingungen weiter zu 
untermauern, haben wir ein in vitro Fibringerinnsel erzeugt und dem Einfluß von 
Mesothelzellen ausgesetzt. Dabei unterlagen die Zellen verschiedenen Stimuli, wie 
TNF-α , IL-1β und TGF-β. Es wurden dabei Konzentrationen der Zytokine verwendet, 
die auch in vivo im Entzündungsbereich vorliegen. Um die Fibrinolyse im zeitlichen 
Ablauf zu beschleunigen, wurde dem System t-PA und z-PA hinzugefügt. Dabei stellt 
z-PA eine PAI-resistente Form des t-PA dar.  
In vitro steigern Mesothelzellen die Fibrinolyse signifikant, aber im Gegensatz zur 
fibrinolytischen Potenz der Mesothelzellen in vivo, erscheint eine spontane 
Fibrinolyse zur ausnahmsweise. Dieser Mangel an fibrinolytischer Aktivität der 
HOMC Überstände im Versuchsmodell wurde in gleicher Art und Weise von anderen 
Autoren beschrieben. Dies wird dem großen PAI-1 Exzess über das sezernierte t-PA 
zugeschrieben [60,65]. PAI-1 wird nicht durch das normale Mesothel exprimiert, aber 
wird durch HOMC in vitro in großen Mengen sezerniert. 
Eine schnelle und konstante Fibrinolyse in Anwesenheit von Fibrin und aus 
Omentum majus gezüchteten Zellen wurde ebenfalls von Speiser et al., die 
Mesothelzellen in Petrischalen mit einer dünnen Fibrinlage bedeckten, beschrieben 
[121]. Im Gegensatz zu diesen Versuchsreihen wurde eine spontane Lyse von uns 
kaum beobachtet. Die Mesothelzellüberstände von verschiedenen Spendern 
ergaben eine große Variationsbreite der basalen t-PA und PAI-1 Freisetzung. Eine 
Beobachtung, die im Einklang mit anderen Untersuchern steht und die 
wahrscheinlich eine große individuelle Variationsbreite der Plasminogenaktivator 
Aktivität von verschiedenen Spendern reflektiert [60,126,141,146]. Das Fehlen der 
fibrinolytischen Aktivität in den meisten unserer Mikrotiterplattenversuche zeigt, dass 
diese spenderabhängigen Unterschiede ein bedeutendes Ausmaß annehmen. 
Speiser´s und unsere Daten demonstrieren, dass eine spontane Plasminogen 
Aktivierung sogar in Anwesenheit eines großen PAI-1 Exzesses auftreten kann. Wir 
schlussfolgern, dass die Interaktion von Fibrin und der zellulären Oberfläche mit t-PA 
und PAI-1 eine lokale und spontane Plasminogenaktivierung bedingt. Die t-PA 
Aktivität ist in Anwesenheit von Fibrin wesentlich größer und fibringebundenes t-PA 
ist weniger anfällig für eine Inaktivierung  durch PAI-1 [62,159]. 
Wie für Endothelzellen bewiesen, könnte die zelluläre Oberfläche eine ähnlichen t-
PA bindenden, schützenden und aktivierenden Effekt ausüben [54,55]. Die PAI-1  
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Aktivität wird durch Fibrin und andere Proteine der Extrazellularmatrix beeinflusst 
[138,143]. Die perizelluläre Fibrinolyse ist allerdings komplex und wird durch eine 
Menge interagierender Komponenten beeinflusst. Das Fibrinclotmodell  erlaubt 
hierbei eine Einschätzung des pro- und antifibrinolytischen Effekts der untersuchten 
Substanzen. 
Im Gegensatz zu den unstimulierten Mesothelzellen unserer Versuchsreihen, bei 
denen zwischen den verschiedenen Ansätzen kein signifikanter Unterschied 
auszumachen war, wurde die Fibrinolyse durch vorstimulierte Zellen nach t-PA-
Zugabe verlangsamt. Darüber hinaus ließ sich eine Konzentrationsabhängigkeit 
nachweisen: Die Konzentrationserhöhung von 0,2 auf 0,4 nM beschleunigt sowohl im 
Falle des z-PA als auch bei t-PA den Lyseprozess.  
Dieser Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit ist eindeutig der PAI-Sekretion 
der Mesothelzellen zuzuschreiben, da in der PAI-Resistenz des z-PA der einzige 
Unterschied zwischen den beiden Versuchsansätzen lag. Andere Faktoren, die die 
PAI-1 Aktivität und Stabilität beeinflussen, insbesondere die Bindung an 
Matrixkomponenten, könnten ebenfalls zu dem beobachteten antifibrinolytischen 
Effekt beitragen. Zwar setzen Mesothelzellen ebenfalls PAI-2 nach Zytokinstimulation 
frei, aber in bezug auf die Bindungsfähigkeit mit t-PA ist es unwahrscheinlich, dass 
diese Freisetzung einen entscheidenden Beitrag zum antifibrinolytischen Effekt 
leistet [60,65,76]. Weitere Studien werden klären in welcher Weise die Bindung von t-
PA und PAI-1 an die Zelloberfläche und an Matrixkomponenten einen 
antifibrinolytischen Effekt in Anwesenheit von HOMC hervorrufen. 
Insgesamt gelang durch die Lyseversuche ein eindeutiger Beweis, dass die 
Mesothelzellen unter Entzündungsbedingungen vermehrt Plasminogenaktivatoren-
Inhibitoren in das umgebene Medium abgeben. Dies trägt zumindest zum Teil zu der 
verminderten Fibrinolyse von Serosaoberflächen in Anwesenheit von TNF-α, TGF-ß 
und IL-1ß bei. Die Hypofibrinolyse seinerseits besitzt unbestreitbar einen Einfluß auf 
die Entstehung von peritonealen Adhäsionen. Das Fibrinclotmodell erlaubt insgesamt 
eine genauere Analyse zwischen mehreren Zelltypen, von Matrixkomonenten und 
Zytokinen in bezug auf die fibrinolytischen Eigenschaften von humanen 
Mesothelzellen. 
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6.6. Einfluß der Granulozytenüberstände auf die PAI-1 Konzentration 
 
 
6.6.1. Konzentrationsabhängigkeit 
 
Um dieses Entzündungsmodell auszuweiten und an die in vivo Verhältnisse 
anzugleichen, wurde im nächsten Schritt der Einfluß aktivierter Granulozyten auf die 
fibrinolytischen Eigenschaften humaner Mesothelzellen untersucht. 
Granulozyten, die bekannterweise einen bedeutenden Beitrag zur Beseitigung von 
Fremdmaterialien durch die Phagozytose leisten [47], sind auch in der Lage im 
aktivierten Zustand Stoffe zu bilden, die unabhängig vom Phagozytoseprozess 
Bakterien und Viren schädigen können. Wenn polymorphkernigen Leukozyten durch 
Stimuli wie bakterielle Infektionen, IL-1 [68], TNF-α [71,93], TNF-β [93] oder 
Immunkomplexe [48,64] aktiviert werden, machen sie einen respiratorischen burst 
durch. Sie nehmen massiv Sauerstoff auf. Dieser wird in reaktive 
Sauerstoffmoleküle, die zur mikrobiellen Tötung dienen, umgewandelt [1,2].Die 
hergestellten reaktiven Sauerstoffmoleküle beinhalten nicht nur Superoxidionen (O2-), 
sondern auch Hydrogenperoxyd (H2O2) und Hydroxidradikale (OH-). 
Darüber hinaus wandelt Myeloperoxidase von aktivierten polymorphkernigen 
Leukozyten Hydrogenperoxide zu Hypochloridsäure um. Diese kann mit Aminen zu 
Chloraminen reagieren. Solche reaktiven Sauerstoffmetabolite sind fähig Proteine zu 
oxidieren, und es resultiert ein Membrangewebsdefekt [1,3]. Allerdings schützen 
zytoplasmatische Enzyme intrazelluläre Strukturen gegen diese freien Radikale: 
Dismutase wandelt Superoxidanionen zu Hydrogenperoxyd, welches durch eine 
Katalase zu Wasser umgewandelt wird um. Coeruloplasmin, ein Serumprotein, das 
Kupfer gebunden hat, reduziert die Toxizität auf extrazellulärer Ebene. Dabei schützt 
es vor allem vor Superoxidanionen und ist reichlich während akuter 
Entzündungsreaktionen zu finden [117]. 
Zunächst wurden Granulozyten aus dem Blut gesunder Probanden isoliert, um sie 
dann verschiedenen Stimulantien auszusetzen. Hierzu zählten PHA 
(Phytohämagglutinin), LPS (Lipopolysaccharide) und TNF-α (Tumornekrosefaktor-α). 
Als Negativkontrolle fungierten jeweils neutrophile Granulozyten, die lediglich in dem 
entsprechenden Medium inkubiert wurden. Nach der Stimulation wurden die 
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Granulozytenüberstände zu den Mesothelzellen in Zellkultur gegeben. Um den 
Einfluß auf die Blutgerinnung zu beurteilen, erfolgte eine Bestimmung der PAI-1-
Produktion in bezug auf die Gesamtproteinmenge.  
Vergleicht man Mesothelzellen, die durch das Zytokin TNF-α stimuliert wurden mit 
solchen, die durch Granulozytenüberstände aktiviert waren, so zeigten sich 
gegenteilige Ergebnisse. Eine direkte Zytokinstimulation mit TNF-α, TGF-ß und IL-1ß 
bewirkt eine Aktivierung der Mesothelzellen mit nachfolgender steigernder PAI-1 
Sekretion. Verdünnt man das Zytokin, so sinkt jeweils zur nächstniedrigeren 
Konzentration die PAI-1-Sekretion ab. TNF-α bewirkt also einen PAI-1 abhängigen 
antifibrinolytischen Effekt. 
Im Gegensatz zu diesem Ergebnis bewirken hohe Konzentrationen von 
Granulozytenüberständen eine Unterdrückung der basalen PAI-1-Produktion von 
Mesothelzellen. Zwischen den Leukozyten, die unstimuliert blieben, und den durch 
TNF-α oder PHA aktivierten, bestanden lediglich geringe quantitative Unterschiede 
bezüglich der Suppression einer PAI-1-Produktion. Verringert man die Konzentration 
der Überstände, so steigt innerhalb der Verdünnungsreihen der PAI-
1/Gesamtprotein-Quotient an. 
Als Deutung dieses Phänomens bieten sich zwei Erklärungsmodelle an .  
1. In den Granulozytenüberständen befindliche Entzündungsmediatoren bewirken 
eine Hemmung der mesothelialen PAI-1 Synthese. 
2. In den Überständen sind Substanzen vorhanden, die gegenüber Mesothelzellen 
zellschädigend wirken und somit den Zelltod herbeiführen.  
Wahrscheinlicher erscheint die zweite These, da von Granulozyten bekannt ist, dass 
sie Sauerstoff in reaktive Sauerstoffmetabolite, die zur mikrobiellen Tötung dienen, 
umwandeln [43,152]. Dieser respiratorische burst stellt Superoxidionen (HO2-), 
Wasserstoffperoxyd (H2O2) und Hydroxidradikale (OH-) bereit. 
Dabei bewirken einmal erzeugte Oxidantien, die auf z.B. Mesothelzellen einwirken, 
eine Reihe von metabolischen Änderungen. Intrazellulär wird Calcium angereichert, 
NAD erschöpft sich, DNA wird zerstört und der Gluthation-Redoxzyklus steigert 
seinen Umsatz. Morphologische Änderungen bis zur Zelllyse und Zellablösung aus 
dem Gewebsverband können resultieren [2-7]. Zudem erzeugen Oxidantien eine 
Störung der Barrierefunktion mit steigender Permeabilität von epithelialen 
Monolayern in vitro und leckenden Kapillaren in vivo [8,9]. 
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Sachs et al. [110] demonstrieren schon 1978, dass humane Neutrophile, die durch 
den Komplementfaktor C5a stimuliert worden sind, fähig sind, aus Nabelschnüren 
isolierte Endothelzellen zu zerstören. 
 
1981 folgte dann eine Studie von Weiss et al. [149] zum gleichen Themenkomplex. 
Humane neutrophile Granulozyten, stimuliert durch Phorbolmystratazetat (PMA), 
zerstörten Monolayer von kultivierten endothelialen Zellen. Die Zytotoxizität ist dabei 
der PMA-Konzentration, der Inkubationszeit und der Neutrophilenzahl proportional. 
Eine Zytolyse kann hier durch die Zugabe von Katalase verhindert werden. 
Dementsprechend kann H2O2 als schädigendes Agens identifiziert werden. 
Endothelzellen sind eine Zellpopulation mit extremer Sensitivität auf H2O2. Zusätzlich 
zur Fähigkeit von H2O2 die Endothelien zu zerstören, stimulierte die Zugabe von 
Myeloperoxidase (MPO) signifikant die Zytolyse. Die destruktive Rolle ist auf das 
durch die MPO hergestellten HCl zurückzuführen. 
Die Gewebeschädigung durch das gebildete H2O2 aus Granulozyten scheint in 
unseren Versuchsreihen allerdings nicht entscheidend zu sein, da es sich um einen 
äußerst reaktionsfreudigen Stoff handelt, der nach wenigen Minuten durch eine 
Reaktion mit Proteinen im Versuchsüberstand inaktiviert sein dürfte. Anders verhält 
es sich mit der Salzsäure. Zwar kann diese auch Proteine inaktivieren und als 
Wasserstoffdonator in chemischen Reaktionen fungieren, aber eine allgemeine 
Ansäuerung des Milieus könnte einen entscheidenden Faktor für eine Schädigung 
der Mesothelzellen bedeuten. 
Glauser et al. [46] bestätigten 1987 in Exprimenten mit Ratten die Hypothese eines 
Gewebsschadens, der durch einen überschießenden Entzündungsprozeß 
hervorgerufen wird. Auf der Grundlage, dass der entzündliche Prozess und nicht die 
bakterielle Komponente während einer akuten Pyelonephritis verantwortlich ist für 
den bleibenden Gewebsdefekt, wurde das Verhalten der Niere auf eine Infiltration mit 
polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) beobachtet. Die Gewebsverletzung durch 
aktivierte PMNs wird der Freisetzung von zytotoxischen lysosomalen Hydrolasen 
und/oder der Entwicklung von toxischen Sauerstoffmetaboliten zugeschrieben [1,92]. 
Um die Rolle des Sauerstoffmetabolismus der PMNs zu untersuchen, behandelten 
Glauser et al. Ratten während akuter Pyelonephritis mit Dapson, einem Medikament,  
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welches effektiv bei dermatologischen Erkrankungen eingesetzt wird, bei denen 
PMNs eine pathogenetische Rolle spielen. Der protektive Effekt des Medikaments 
wird der Inhibition des zytotoxischen Myeloperoxidase H2O2-halogenid-Systems 
zugeschrieben. Tatsächlich konnte sowohl durch die Verhinderung einer 
Granulozytenmigration in das Nierenparenchym durch die Behandlung der 
Versuchstiere mit Colchicin oder Cyclophosphamid, als auch durch die Inaktivierung 
einiger ihrer toxischen Metaboliten, durch den Gebrauch von Dapson, eine 
Narbenbildung der Niere vermieden werden. In diesen Versuchen schien allerdings 
ein direkter Kontakt zwischen den Mesangiumzellen und den Granulozyten 
notwendig, um einen Gewebeschaden hervorzurufen. Unsere Versuchsanordnung 
schließt jedoch einen direkten Zellkontakt aus. 
1989 untersuchten Tsimoyiannis et al. Den Effekt von freien Radikalenfängern 
(Superoxiddismutase, Katalase und Allopurinol) auf die Ausbildung von Adhäsionen 
nach einer peritonealen Ischämie. An den untersuchten Ratten zeigte sich eine 
Ausbildungsrate von Verwachsungen nach einer Ischämiezeit von 30 min mit 
anschließender Reperfusion von 80%. Die Reperfusion führte zu einer Änderung der 
Morphologie, insbesondere zu einer Schwellung der Endothelzellen, zu einem 
interstitielles Ödem und zu Gewebsnekrosen. Die Vorbehandlung mit den oben 
genannten Radikalfängern reduzierte die Ausbildung von Verwachsungen signifikant. 
Daraus schlossen Tsimoyiannis et al. auf eine pathogenetische Rolle von aus 
Sauerstoff stammenden freien Radikalen auf die peritoneale Adhäsionsbildung [134]. 
In vitro zeigten Andreoli et al., dass Mesothelzellverletzung anfällig für Verletzungen 
nach Adhärenz von polymorphonuclearen Leukozyten waren. Die Zellschädigung 
zeigte sich an einer ATP Erschöpfung, einer 51Cr Freisetzung und morphologischer 
Veränderungen. Nach einer 15 minütigen Aktivierung durch PMA 
(Phorbolmystratacetat) oder FMLP/Cytochalasin-B zeigte sich eine maximale 
Anheftung der Neutrophilen an die Mesothelzellen. Nach 1-3 Stunden trat eine ATP 
Erschöpfung auf und nach 5 Stunden war diese bedrohlich. Darüber hinaus 
unterlagen Mesothelzellen, die den Neutrophilen ausgesetzt waren einer Zelllösung 
und Zelllyse, die durch eine 51Cr Freisetzung bewiesen wurde. Diese Zellverletzung 
konnte durch eine Blockierung des CD11/CD18 Adhäsionsmoleküls, das sich auf der 
Oberfläche der neutrophilen Granulozyten befindet, aufgehoben werden. 
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Der Ligand für den Adhäsionskomplex ist ICAM-1, das sich sowohl auf 
Mesothelzellen als auch auf Endothelzellen befindet.  [4]. 
Durch diese zahlreichen Versuche zum Thema der Zellerstörung durch Granulozyten 
kann ein ähnlicher Mechanismus für die Mesothelzellen postuliert werden. Ein 
direkter Zellkontakt, den Andreoli et al. für eine Mesothelzellschädigung 
voraussetzten, wurde in unsren Versuchsreihen jedoch ausgeschlossen. Da H2O2 in 
freier Lösung ein äußerst reaktionsfreudig und somit als instabil zu betrachten ist, 
kann Wasserstoffperoxyd, das für eine Gewebsschädigung von Glauser et al 
verantwortlich gemacht wurde, nicht als entscheidender Faktor angesehen werden. 
Der zellschädigende Mechanismus bleibt unklar. 
Ein weiterer Schritt zur Klärung des Sachverhaltes wäre zunächst der Beweis einer 
Zellschädigung der Mesothelzellen, der durch die Granulozytenüberstände 
hervorgerufen wurde. Dieser könnte durch eine LDH Freisetzung, durch eine 51Cr 
Freisetzung, durch eine ATP Erschöpfung oder durch den Nachweis 
morphologischer Veränderungen der Mesothelzellen erfolgen. 
 
 
 
6.6.2. zeitlicher Verlauf 
 
Ein weiterer Faktor, um die Pathogenese der Verwachsungen zu beschreiben, liegt 
in dem zeitlichen Rahmen einer Entzündung. 1987 erkannten schon Nathan et al. 
[92], dass Stimuli, die Granulozyten in Lösungen angeboten werden weniger als 1 
min benötigen, um zur Synthese von aktiven Sauerstoffmetaboliten anzuregen. Im 
Gegensatz dazu liegt die Zeitspanne der H2O2-Sekretion von adhärierten 
polymorphkernigen Leukozyten wesentlich höher. Die Antwort auf eine TNF-α 
Stimulation erfolgt nach 15-90 min. Diese Verzögerung kann durch die zu erfolgende 
Adhärenz der Granulozyten, durch eine Modifizierung des TNF-α, durch die 
Entwicklung eines second messengers, durch die Synthese eines Proteins, durch 
Änderung des Aktivitätsniveaus oder durch die Mobilisierung intrazellulärer CD 11-
Depots als Leukozytenadhäsionsmolekül erklärt werden. 
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Speziell auf TNF-α bezogen erkannten Nathan et al., dass dieses Zytokin als Trigger 
fungiert, der eine extrem verlängerte Zeitspanne zur Signaltransduktion benötigt. 
Während dieser Übertragung müssen die Granulozyten adhärent sein. Das 
Membranpotential, die intrazelluläre H+, Ca2+ und Phosphatkonzentration ändern sich 
und die Oxidase wird aktiviert. 
In unserer Beobachtungsreihe, die Inkubationszeiten von 1, 2, 4, 6, 8 und 12 h der 
Granulozyten einschließt, bestätigte sich die Annahme einer zeitlichen Abhängigkeit 
der Granulozytenaktivität. Mittels einer Myeloperoxidasefärbung zeigte sich eine 
deutliche Zunahme des Färbekoeffizienten über die Länge der Inkubationszeit. Die 
Granulozyten sind dementsprechend in der Lage erst nach mehreren Stunden 
bedeutende Mengen an reaktiven Sauerstoffmetaboliten zu bilden. Des weiteren 
ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den unstimulierten, den mit TNF-α 
und den mit LPS stimulierten Zellen. Die unstimulierten weißen Blutzellen besaßen 
den niedrigsten Myeloperoxidaseanteil. Es folgten die TNF-α stimulierten 
Granulozyten. Die größte Potenz zur Aktivierung war dementsprechend den LPS 
stimulierten Zellen zuzuschreiben. Allerdings muss diesen Ergebnissen hinzugefügt 
werden, dass diese Methode der Aktivitätsbestimmung lediglich einen 
vergleichenden Charakter besitzt, da es sich nicht um eine quantitative Meßmethode 
handelt. Die genaue Menge an reaktiven Sauerstoffmetaboliten kann auf diese 
Weise nicht ermittelt werden. 
Darüber hinaus haben wir durch eine LDH-Bestimmung der Granulozyten in 
Suspension nachgewiesen, dass diese Zellen durchaus über mehrere Stunden 
inkubiert werden können. Nach 12 h  waren ca. 80%. dieser Zellen vital. Dabei 
spielte der Aktivitätszustand keine Rolle. Unstimulierte, TNF-α behandelte und mit 
LPS inkubierte polymorphkernige Leukozyten verhalten sich hinsichtlich ihrer 
Letalität in der Zellkultur äquivalent. 
Nach diesen Vorversuchen konnten wir Langzeitversuche bezüglich der 
fibrinolytischen Veränderungen durch die Granulozyten durchführen. Es ergab sich 
aus unseren Untersuchungen, bei denen neutrophile Granulozyten über 1, 2, 4, 6, 8 
und 12 h mit TNF-α oder LPS inkubiert wurden, eine eindeutige Zeitabhängigkeit, die 
sich auch auf die Mesothelzellen auswirkte. Je länger die Granulozyten mit dem 
entsprechenden Zytokin inkubiert wurden, desto weniger PAI-1 in Bezug zur 
Gesamtproteinmenge bildeten die Mesothelzellen.  
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Diese Korrelation zur Zeit untermauert die These einer Zellschädigung der 
Mesothelzellen durch die Granulozytenüberstände, da die von Granulozyten 
nachweislich synthetisierten Entzündungsmediatoren (IL-8, IL-1β, IL-6 und TNF-α ) 
eher einen stimulierenden Effekt auf die Mesothelzellen ausüben. Die PAI-1-
Produktion müsste dementsprechend im zeitlichen Verlauf ansteigen. 
Sowohl Sachs et al. [110] als auch Weiss et al. [149] demonstrieren, dass humane 
Neutrophile fähig sind, aus Nabelschnüren isolierte Endothelzellen zu zerstören. Die 
Zugabe von Myeloperoxidase (MPO) erhöht signifikant die Zytolyse. Die destruktive 
Rolle ist auf das durch die MPO hergestellte HOCl zurückzuführen. 
Da uns der Nachweis eines Anstiegs der Myeloperoxidase über die Zeit gelang, 
korrelieren unsere Ergebnisse gut mit den Beobachtungen von Sachs und Weiss. Ein 
oxidativer Schaden der Mesothelzellen erfolgt dementsprechend durch die im 
Überstand befindlichen reaktiven Sauerstoffmetabolite oder wahrscheinlicher durch 
das insgesamt reaktive Milieu. 
Die Schädigung der Mesothelzellen bedeutet durch den Zellverlust eine 
Einschränkung der PAI-1-Produktion und Sekretion. Darüber hinaus würden 
allerdings auch andere Proteine, die von Mesothelzellen sezerniert werden nicht, 
mehr gebildet. Hierzu zählt auch das t-PA. Aus dem Zelluntergang innerhalb des 
Mesothels lässt sich also nicht zwangsläufig eine reduzierte oder eine beschleunigte 
Fibrinolyse ableiten, da durch t-PA und PAI-1 sowohl das fibrinolytische- als auch 
das fibrinbildende System betroffen ist. Auch bleibt fraglich, ob in vivo ,die aus 
Granulozyten stammenden reaktiven Sauerstoffmetabolite tatsächlich in einem solch 
bedeutenden Umfang sezerniert werden, dass ein Zelluntergang der Mesothelzellen 
resultiert. Die Konzentration an oxidativ aktiven Substanzen ist zwar am direkten 
Entzündungsort hoch, aber dort befinden sich normalerweise nur eine begrenzte 
Anzahl von Mesothelzellen, die Einfluß auf die Fibrinbildung nehmen kann. Der 
quantitative Aspekt darf also nicht außer Acht gelassen werden. Zudem bleibt 
ungeklärt, ob Mesothelzellen in der Nachbarschaft des Krankheitsprozesses eine 
kompensatorisch erhöhte PAI-1-Produktion aufnehmen. Diese Gegenregulation 
könnte damit einen Beitrag zur Entstehung von Adhäsionen leisten.  
Zusammenfassend lässt sich der Einfluß der Granulozyten auf die Mesothelzellen 
also in vitro eher als destruktiv als aktivierend beschreiben. Dabei spielt der  
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Zeitfaktor eine entscheidende Rolle. Eine kurzfristige Entzündungsreaktion kann 
bezüglich eines Zellschadens durch reaktive Sauerstoffmetabolite vom Mesothel 
leichter kompensiert werden, als eine langfristige und schwere Erkrankung. Diese 
Beobachtung zeigt sich auch in der Entstehung von Verwachsungen. Chronische 
Peritonitiden, die z.B. bei Peritonealdialyse gehäuft auftreten, sind auch verstärkt mit 
Adhäsionen der Bauchorgane assoziiert. 
 
 
 
6.7. Zusammenfassung 
 
 
Trotz intensiver Forschung zahlreicher Wissenschaftler bleibt zur Zeit eines der 
Größten postoperativen Komplikationen, die Ausbildung von Verwachsungen, noch 
ungelöst. Die Pathogenese der Adhäsionen scheint dabei relativ klar zu sein 
[88,135].  
Es spielt die Bildung einer Fibrinmatrix und die Umwandlung derselben in ein 
Granulationsgewebe eine pathogenetische Rolle [88,135]. Hierbei ist der 
entscheidende Punkt zur Entwicklung dauerhafter Organzusammenklebung, ob 
Fibrin lysiert oder durch fibröses Gewebe organisiert wird. 
Fortschritte zur Verhütung von Verwachsungen haben sich darauf konzentriert, die 
entzündliche Antwort auf einen invasiven Eingriff zu verhindern, die Bildung von 
Fibrin zu unterdrücken oder eine Lyse des Fibrins zu fördern [83]. 
An dem fibrinolytischen Gleichgewicht sind Mesothelzellen durch die Bildung von t-
PA und PAI maßgeblich beteiligt. 
Unsere Untersuchungen belegen die These von van Hinsbergh [124], der unter 
entzündlicher Stimulation mit TNF-α einen Abfall von t-PA und einen gegenläufigen 
Anstieg von PAI-1 und PAI-2 beobachtete. Dabei erlaubt unser Fibrinclot-Modell 
einen genaueren Einblick in die zeitlichen Abläufe der Fibrinolyse, die durch 
entzündlich stimulierte Mesothelzellen induziert wird. 
Erweitert man dieses System allerdings um eine weitere zelluläre Komponente, so 
lassen die Ergebnisse keine eindeutige Deutung mehr zu. Von Granulozyten ist 
bekannt, dass sie reaktive Sauerstoffmetabolite am Entzündungsort sezernieren  
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um invadierende Mikroorganismen zu vernichten [107]. Dabei attackieren 
Superoxidionen, Wasserstoffperoxyd und Hydroxydradikale nicht nur die 
vermeidlichen Angreifer, sonder können auch zu einer Schädigung der 
Mesothelzellen führen [110,149].  
In unseren Versuchsreihen führte eine Stimulation von humanen Mesothelzellen zu 
einer Abnahme ihrer PAI-1 Sekretion und damit zu einer scheinbaren Unterstützung 
des Lyseprozesses. Inwieweit hierbei eine Zellschädigung durch die 
Granulozytenprodukte eine Rolle spielt, bleibt unklar.  Ein Einfluss auf die t-PA 
Sekretion  bleibt unbewiesen. Insgesamt können somit aus der nachgewiesenen 
unterdrückten PAI-1 Sekretion keine Rückschlüsse auf den Lysevorgang am 
Entzündungsort geschlossen werden. Um das komplizierte Netzwerk einer 
Entzündungsreaktion mit der nachfolgenden Ausbildung von Verwachsungen zu 
durchschauen, bedarf es noch weiteren Forschungen. Hier konnte nur ein kleiner 
Beitrag zum Verständnis geleistet werden. 
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7. Anhang 
 
 
7.1.  Abkürzungen 
 
BSA = Bovines Serum Albumin 
 
CAPD = continous ambulatory peritoneal disaysis 
 
ECM = extrazelluläre Matrix 
 
Fn = Fibronectin 
Fgn = Fibrinogen 
 
GSNo = unstimulierte Granulozyten  
GSNTNF-α = mit TNF-α stimulierte Granulozyten  
GSNLPS = mit LPS stimulierte Granulozyten  
GSNPHA = mit PHA stimulierte Granulozyten  
 
HA = Hyaluronsäure 
HOMC = humane Omentum Mesothelzellen  
HSA = humanes Serum Albumin 
HSP = humanes Serum Protein 
 
IL-1, -2, -6, -8 = Interleukin-1, -2, -6, -8 
IFN-γ = INterferon-γ 
 
LPS = Lipopolysaccharide 
Lsgn. = Lösung 
 
PAI = Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 
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PHA = Phytohämagglutinin 
PMA = Phorbolmystratazetat 
 
RT = Raumtemperatur 
 
TGF = Transforming-growth-factor 
TNF = Tumornekrosefaktor 
t-PA  =tissue-type-Plasminogen-Aktivator 
 
Vn = Vitronectin 
Verd. = Verdünnung 
 
vWF = von Willebrandt Faktor 
 
 
 
7.2. Gebrauchslösungen und Puffer 
 
In diesem Teil sollen genauere Angaben zu verwendeten Lösungen gemacht 
werden. 
 
Collagenase Typ I 0,2%ig 
0,2 g Collagenase I abwiegen und mit 90 ml kalter HEPES-Gebrauchslösung 5-10 
min. Rühren, bei 6000 U/min. zentrifugieren, pH-Wert auf 7,55 einstellen mit HEPES-
Puffer auf 100 ml auffüllen und steril filtrieren (bei 20°C lagern). Vor dem Einsatz mit 
EDTA-BSA-Fertiglösung 1:1 verdünnen. 
 
EDTA-Stammlösung 
EDTA-Stammlösung 0,2% für Collagenase Typ I: 
0,2 g EDTA in 100 ml PBS-Puffer lösen und den pH auf 7,55 einstellen und steril 
filtrieren. 
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EDTA-Fertiglösung 0,02% 
10 ml der Stammlösung mit 90 ml PBS verdünnen und mit 0,5% BSA in HEPES-
Puffer versetzen und bei 4°C lagern 
 
 
GBSH5 
0,22 g/l CaCl2 x H2O 
0,37 g/l KCl 
0,03 g/l KH2PO4 
0,20 g/l MgCl2 x 6 H2O 
0,15 g/l MgSO4 x 7 H2O 
7,0 g/l  NCl 
0,12 g/l Na2HPO4 
1,19 g/l HEPES 
4,5 g/l  D-Glucose 
Die salze werden in Aqua bidest angesetzt. 
 
Gelatine 0,2% 
500 ml Aqua ad injectabilia mit 1 g Gelatine unter Rühren zum Kochen bringen und 
im Anschluß autoklavieren und dann bei 4°C aufbewaren. 
Gelatinebeschichtung von Kulturflaschen: 
Gelatine 0,2% erhitzen und steril auf den Boden der Kulturflasche füllen. Mindestens 
eine Nacht bei 4°C lagern. 
 
 
HEPES-Puffer Stammlösung 
8 g NACl 
1,5 g Kcl 
11,9 g HEPES 
10 g Glucose in 450 ml Aqua dest. bei Zimmertemperatur lösen, Lösung mit 4 N 
NaOH auf einen pH-Wert von 7,55 bringen und mit Aqua bidest auf ein 
Gesamtvolumen von 500 ml auffüllen, steril filtrieren. 
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HEPES-Gebrauchslösung 
55,6 ml der HEPES-Stammlösung und 500 ml steriles Aqua ad injectabilia mischen. 
 
HEPES-Transportlösung 
55,6 ml der HEPES-Stammlösung mit 500 ml steriles Aqua ad injectabilia mischen 
und 4 ml Fungizone, 4 ml Penicillin/Steptomycin Lösung (10.000 U/ml Penicillin, 
10.000 µg/ml Streptomycin) zusetzen. 
 
 
Lysemidium zur Granulozytenisolierung 
8,99 g NH4Cl, 1 g KHCO3 und 0,037 g Na2-EDTA werden in 100 ml Aqua injectabilia 
gelöst. Der pH wird auf 7,3 eingestellt. So erhält man eine 10-fach konzentrierte 
Stammlösung. Sie wird bei 4°C aufbewahrt. Als Gebrauchslösung werden dann pro 
Röhrchen 500 µl Lysemedium-Stammlösung und 4,5 ml Aqua bidest gemischt. 
 
Standardkulturmedium 
Kulturmedium RPMI 1640 mit 10% HSP, PS, L-Glu für humane Mesothelzellen: 
50 ml humanes Serum Protein auf 450 ml RPMI 1640 mit 4 ml Penicillin/streptomycin 
und 4 ml L-Glutamin mischen. 
 
Trypsinlösung 
EDTA-Stammlösung II 2,5%: 
2,5 g EDTA in 90 ml PBS lösen, mit Hilfe von 4 N NaOH einen pH von 7,55 einstellen 
und mit PBS auf 100 ml auffüllen, dann steril filtriern. 
20 ml der EDTA-Stammlösung II und 20 ml der Trypsinfertiglösung Gibco 2,5% 
mischen und mit 160 ml Aqua bidest. verdünnen, steril filtrieren und einfrieren. 
Für die Zellisolierung und die gewöhnliche Passage wurden 4 ml der eingefrorenen 
Trypsinlösung im Wasserbad auf 37°C erwärmt und mit 16 ml PBS verdünnt, bevor 
die Zellen abgelöst wurden. 
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